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ZASTOSOWANIE CIENKICH WARSTW METALI I ICH TLENKOW
W PREPARATYCE PROBEK DO BADAN Z ZASTOSOWANIEM
SKANINGOWEJ MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ

Streszczenie
Skaningowa mikroskopia elektronowa wymaga aby probka byta przewodzgca, lub pokryta warstwq przewodzgq-
cego materiatu. Pomimo tego Ze zloto jest metalem najczesciej uzywanym do pokrywania probek, jest takze bardzo
drogie, wigc autorzy postanowili sprawdzic¢ czy inne metale lub stopy metali bedg nadawac si¢ do pokrywania pro-
bek. Probki byly pokrywane w procesie sputteringu magnetronowego przy pomocy urzqgdzenia LINE 440 (Alliance
Concept), a obserwacje przeprowadzone na mikroskopie Hitachi TM3000. Probki byly pokryte miedzig, stopem
miedzi i galu, cynq i tlenkiem cyny. Obrazy otrzymane w czasie eksperymentu byty porownywalne z probkami po-

krytymi zlotem.

WSTEP

Prowadzone na calym $Swiecie badania naukowe zwigzane
z mikrobiologia  wymuszajg opracowanie technik pozwalajgcych
analizowa¢ struktury biologiczne w skali mikro. Dostepno$¢ rozwia-
zan umozliwia juz nie tylko obserwacje organizméw w skali mikro
ale i o wiele mniejszych, nawet do pojedynczych struktur atomo-
wych. Coraz czesciej z dyscyplin materiatowych, dla ktérych do-
stepne byly urzadzenia powigkszajgce o najwigkszej rozdzielczosci,
zaawansowana technologia jest adoptowana do obserwacji w na-
ukach zwigzanych z naukami medycznymi [1-2]. Przyktadem takie-
go stanu rzeczy jest mikroskopia elektronowa. Na chwile obecng
jest to najbardziej uzyteczna metoda obserwacji probek materiatow
stalych, ale takze prébek biologicznych [9]. Skaningowa mikrosko-
pia elektronowa (SEM) to metoda dajgca wiele informacji na temat
struktury wiruséw, komdrek prokariotycznych i eukariotycznych.
W mikrobiologii metoda ta jest wykorzystywana do badania organelli
komorkowych, pojedynczych komérek i skomplikowanych struktur
wytwarzanych przez mikroorganizmy, takich jak biofilm. SEM umoz-
liwia nie tylko analize budowy komdrek, ale tez interakcji zachodza-
cych pomiedzy mikroorganizmami [10]. Jednym z ograniczer: mikro-
skopii elektronowej jest, konieczno$C przewodzenia pradu przez
badang prébke, lub pokrycia probki warstwg przewodzacego mate-
riatu. Ztoto, z powodu swoich wtasciwosci elektrycznych i chemicz-
nych, jest najczesciej wykorzystywanym metalem do pokrywania
probek biologicznych [4]. Ze wzgledu na wysoki koszt pozyskiwania
probek napylanych ztotem, prowadzone sg badania nad zastoso-
waniem innych metali w procesie przygotowywania probek biolo-
gicznych do analizy z zastosowaniem mikroskopu elektronowego
ale rowniez tych samych probek z uzyciem mikroskopii optycznej -
przewodniki przezroczyste.

Celem prezentowanego materiatu jest przyblizenie rezultatow
prac prowadzonych w Centrum Badan nad Innowacjami Panstwo-
wej Szkoly Wyzszej na temat oceny przydatno$ci wybranych metali
i ich zwigzkéw do pokrywania prébek biologicznych analizowanych
za pomocg mikroskopu elektronowego oraz zastosowania zwigzkéw
transparentnych umozliwiajacych jednoczesng ocene probek
w mikroskopie elektronowym i optycznym [5-8]
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Celem badan byto okreslenie, ktéry metal moze zastapi¢ ztoto,
przy pokrywaniu prébek biologicznych, przygotowywanych do ob-
serwacji w mikroskopie elektronowym, i jezeli bylo by to moZliwe,
przysztych obserwacji w mikroskopie optycznym. Szczegdlny nacisk
podczas prowadzonych prac potozono na obnizenie kosztéw proce-
su przy zachowaniu mozliwie najwiekszej ilosci cech metalu szla-
chetnego (a nawet zwigkszenie wachlarza mozliwosci dzigki war-
stwom transparentnym). Materiat biologiczny jaki zastosowano do
badan otrzymano w sposob nastepujacy: namnazanie szczepow
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa przeprowadzono
w bulionie tryptozowo-sojowym (Biomerieux), natomiast Candida
albicans w ptynnym podiozu Sabouraud (Biomerieux). Nastepnie
badane komorki zostaty odwirowane, zawieszone w wodzie desty-
lowanej i naniesione na szkietka nakrywkowe. Preparaty zostaty
wysuszone w temperaturze pokojowe;.

W kolejnym etapie prébki pokryto cienka warstwg nastepuja-
cych substanciji: miedzi, stopu miedzi z galem, cyny i tlenku cyny.
Do eksperymentu zastosowano magnetron Line 440 H4 No9 (Al-
liance Concept) umozliwiajacy nanoszenie cienkich warstw metodg
sputteringu. Na proces sputteringu wymienionych materiatow ma
wplyw kilka czynnikéw, takich jak: moc generatora (majaca bezpo-
$redni udziat w iloSci nanoszonego materiatu w jednostce czasu),
udziat gazéw roboczych (w analizowanym przypadku argonu i tle-
nu). Rolg argonu jest utrzymanie plazmy w komorze roboczej nato-
miast tlen bierze bezposredni udziat w sktadzie nanoszonej warstwy
— tlenki materiatéw. Manipulujac wskazanymi powyzej parametrami
wykonano serie napylef materiatéw na prébki biologiczne wg para-
metrow zawartych w ponizszej tabeli (Tabela. 1). Proces sputterin-
gu jest podzielony na dwa etapy:

a)  presputtering — uruchomienie urzadzenia bez probki. Celem
procesu jest przygotowanie Zrédta nanoszonego materiatu
(m.in. usuniecie potencjalnych zanieczyszczen);

b)  sputtering — proces z probka. Bezposrednie nanoszenie war-
stwy.



Tab. 1. Parametry nanoszenia warstw w procesie
sputteringu magnetronowego

Miedz Miedz z Cyna Tlenek cyny
galem
presputtering

Moc/Generator 600W/RF | 500W/DC | 500W/RF 800W/RF

Przeptyw argonu[sccm] 100 100 100 50
Przeptyw tlenu[sccm] 0 0 0 0
Czas [s] 60 15 15 25
sputtering

Moc/Generator 600W/RF | 500W/DC | 600W/RF 800W/RF

Szybkos¢ transportera 800 500 500 200
[mml/s]

Przeptyw argonu[sccm] 100 100 50 100
Przeptyw tlenu[sccm] 0 0 0 12
Czas [s] 180 180 180 600

2. WYNIKI BADAN

Obserwacja pokrytych w magnetronie prébek przeprowadzona
byta w mikroskopie elektronowym Hitachi TM3000 Table top SEM
pod petng proznig i z 15kV napigciem przyspieszajacym. Przykta-
dem otrzymanych zobrazowan jest Rys. 1.

Autorzy rozpoczeli badania od miedzi, wybranej z powodu swo-
ich wiasciwosci elektrycznych - jest teraz najlepszym metalem
przewodzacym. Probki pokryte miedzg wykazujg niski szum,
a obrazy z nich uzyskane sg ostre, lecz kontrast wizualnie jest niski
(Rysunek. 1). Dodatkowym mankamentem jest fakt, ze miedz bar-
dzo szybko sie utlenia. Po utlenieniu miedzi, jako$¢ obrazéw dra-
stycznie spada.

TM3000_0035 2013/02/28 N D7.5 x30k 3.0um

Rys. 1. Staphylococcus aureus pokryty miedzig. Powiekszenie
30 000 razy

Nastepnym metalem byta cyna. Uzywana w elektronice jako
gtéwne spoiwo lutownicze, cyna wykazuje dobre wiasciwosci elek-
tryczne ichemiczne, a jej tlenek takze jest przewodnikiem wiec
utlenianie sie powtoki nie stanowitoby problemu. Niestety obrazy
prébek pokrytych cyng byly najgorsze ze wszystkich pozyskanych,
zdjecia byly ledwo czytelne i peine artefaktow (Rysunek. 2).

W trzecim etapie autorzy pokryli probki stopem miedzi z ga-
lem. Wykorzystanie galu i zwigzkéw miedzi z galem (stopu stoso-
wanego w technologii pdtprzewodnikowej) byto bardzo obiecujace
(Rysunek. 3).

S

TM3000_0036 2013/02/28 N D75 x30k  3.0um

Rys .2. Staphylococcus aureus pokryty cyng. Powigkszenie 30 000
razy

2013/02/28 N D7.6 x30k 3.0um

TM3000_0037

Rys. 3. Staphylococcus aureus pokryty stopem miedzi z galem.
Powigkszenie 30 000 razy

Probki pokryte stopem miedzi i galu daly obrazy o wizualnie
wiekszym kontrascie niz prébki pokryte miedzig, a zdjecia tych
probek byly ostre i precyzyjne (Rysunek. 4 i 5).

TM3000_0059 ALSD45 x6.0k  10um

2013/04/18
Rys. 4. Obraz prébki Candida albicans pokryty miedzig z galem

Dodatkowo warstwa metalu na tych probkach nie utlenia sie tak
szybko, a nawet zdjecia utlenionych prébek sg podobnej jakosci jak
nieutlenionych.
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TM3000_0027 D7.9 x10k

Rys. 5. Obraz probki Pseudomonas aeruginosa pokryty miedzig
z galem

2013/02/19 N

10 um

Obiecujaca grupe cienkich warstw przewodzacych w wymie-
nionych wcze$niej zatozeniach stanowg przewodniki przezroczyste
[1-2]. Pomimo tego Ze jako$¢ obrazéw uzyskanych z probek pokry-
tych cyng byla bardzo staba, autorzy postanowili napyli¢ prébki
tlenkiem cyny (Rysunek. 6).

TM3000_0112 2013/07/10 A D79 x30k

Rys. 6. Staphylococcus aureus pokryty tlenkiem cyny. Powieksze-
nie 30 000 razy

3.0um

Obrazy probek pokrytych tlenkiem cyny mialy jako$¢ poréwny-

walng do prébek pokrytych stopem miedzi i galu. Zdjecia byty ostre,
o minimalnie mniejszym kontradcie niz prébek pokrytych miedzig
z galem (Rysunek. 7). Najbardziej zaskakujaca byta roznica pomie-
dzy jakoscig zdje¢ prébek pokrytych cyng i tych napylonych tlen-
kiem cyny. Dodatkowo tlenek cyny jako przewodnik przezroczysty
umozliwia takze obserwacje preparatéw w mikroskopach optycz-
nych.

Rys. f Candida albicans pokryta tlenkiem yny widoczna w ikro-
skopie optycznym

PODSUMOWANIE

W celu oszacowania iloSciowego jakoSci naniesionych warstw
postanowiono przeanalizowa¢ histogramy wytworzonych probek.
Histogram zbiorczy zamieszczony ponizej (Rysunek. 8) potwierdzit
obserwacje wizualne subiektywne. Jak mozna zaobserwowaé na
wykresach prébki pokryte stopem miedzi i galu majg najwiekszy
kontrast, co odpowiada sptaszczonemu wykresowi w postaci krzy-
wej Gaussa.

Histogram zdje¢ pokrytych miedzig i tlenkiem cyny wykazujg
podobny ksztalt, lecz wykresy sg bardziej wysmukie, a krzywa
miedzi przesunieta jest w strone jadniejszych wartosci. Histogram
zdjecia probki pokrytej cyng potwierdza, Ze byto to najgorsze zdjecia
uzyskane podczas eksperymentu, wykres nie jest krzywg Gaussa.

Jak wspomniano wczes$niej, najlepsza jakos¢ obrazu zostata
uzyskana z prébek pokrytych stopem miedzi i galu, a utlenianie sie
powtoki nie wptyneto na jakos¢ pozyskiwanych obrazéw. W odnie-
sieniu do danych literaturowych mozna stwierdzic, ze jako$¢ obrazu
jest porownywalna z probkami pokrytymi ziotem (Rysunek. 9).
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Rys. 8. Histogram zbiorczy wytworzonych probek
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Rys. 9. Poréwnanie probek Staphylococcus aureus pokrytych sto-
pem miedzi z galem (gérne zdjecie) i ztotem (dolne zdjecie)[ 3]

Najbardziej zaskakujaca jest réznica w jakosci obrazéw uzy-
skanych z prébek pokrytych cyng i tlenkiem cyny. Zdjecia uzyskane
z probek pokrytych cyng byly najgorszej jako$ci, natomiast probki
pokryte tlenkiem cyny dostarczaty obrazéw prawie tak dobrej jakosci
jak te pokryte miedzig z galem. Przezroczysto$¢ tlenku cyny umoz-
liwia obserwacje probek zardwno w mikroskopie elektronowym jak
i w mikroskopie optycznym, dodatkowo uzycie juz utlenionej powtoki
eliminuje problem oksydacii.
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THE APPLICATION OF THIN
TRANSPARENT METAL LAYERS
AND THEIR OXIDES IN PREPARA-
TION OF BIOLOGICAL SAMPLES
FOR SCANNING ELECTRON M-
CROSCOPY

Abstract
Paper discussed the impact of alcohol on the psy-
chophysical properties of human and its metabolism.
Particular attention was paid to the influence of alcohol
on driving ability. Authors proposed action to be taken
to reduce
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