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Czesc teoretyczna
Mikroskopia konfokalna i skaningowa oraz profilometria

Mikroskopia konfokalna jest to rodzaj mikroskopii $wietlnej, ktéry charak-
teryzuje si¢ powigkszonym kontrastem i rozdzielczoécig. Polega na detekcji wypro-
mieniowanego $wiatla po wczesniejszym pochlonieciu go przez dang substancje
oraz na pomiarze fluorescencji zwigzkéw chemicznych, ktére wiaza sie¢ z konkret-
nym rodzajem komorek, strukturami subkomoérkowymi lub grupami chemicz-
nymi. Do tego rodzaju zabiegéw stosuje si¢ wiele metod barwienia oraz liczne
barwniki fluorescencyjne [1, 4-6, 9-10].

Zastosowanie mikroskopii konfokalnej jest szerokie i obejmuje m.in.: prze-
myst pélprzewodnikowy, przemyst metalowy, surowce i przemyst chemiczny, prze-
myst elektroniczny, przemyst spozywczy i farmaceutyczny [1, 4-6, 9-10].

Wirod zalet mikroskopu konfokalnego wymienia sie:

- wysoki kontrast oraz lepsza rozdzielczo$¢ niz w tradycyjnej mikroskopii
optycznej,

- mozliwo$¢ rekonstrukcji obrazu w 3D i 4D,

- rejestracje obrazéw cienkich warstw preparatu,

- eliminacje problemu poswiaty wynikajacej z warstw preparatu lezacych poza
plaszczyzna ostroéci,

- mozliwos¢ wizualizacji zywych preparatdw,

- tatwo$¢ uzycia i elastycznosé,

- wysoka glebie ostrosci pola widzenia,

- obserwacje obiektu pod wieloma katami widzenia,

- obliczenia w czasie rzeczywistym,

- bezposrednie zapisywanie ekranéw obserwacyjnych,

- obserwacje pod dowolnym katem dzigki napedowi XYZ,

- przechodzgce o$wietlenie LED,

- funkcje nagrywania wideo [1, 4-6, 9-10].
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Do wad mikroskopii konfokalnej nalezy zaliczyc¢:
- wplyw czynnikéw otoczenia na przeprowadzany pomiar,
- gorszg rozdzielczo$¢ niz w mikroskopie elektronowym,
- wysoki koszt takich badan [1, 4-6, 9-10].

Skaningowa mikroskopia elektronowa stuzy do obserwacji i charakterystyki
materialéw organicznych i nieorganicznych w skali od nanometrycznej do mikro-
metrycznej, umozliwiajac obserwacje topografii badanego materiatu.

Do zalet skaningowej mikroskopii elektronowej zalicza sie:

- mozliwo$¢ wykorzystania do pomiardéw duzego spektrum probek,
- znacznie wigksza glebie ostroéci niz w mikroskopii $wietlnej,

- wysoka rozdzielczos¢,

- doskonalg jakos¢ uzyskiwanych obrazéw [8, 10].

Wirod ograniczen skaningowych mikroskopow elektronowych wymienia sie:

- duzy udzial zderzen niesprezystych w materialach o strukturze nieperio-
dycznej, ktdry powoduje zwiekszenie rozrzutu energetycznego wiazki i przez
to wigkszg aberracje chromatyczna,

- trudno$¢ przygotowania dostatecznie cienkiego preparatu, ktéra moze po-
wodowa¢ zwiekszenie rozmycia geometrycznego i energetycznego wiazki
elektrondw przes$wietlajacej preparat,

— straty energii elektrondéw uzaleznione od liczby atomowej materiatu probki i
od jej gestosci,

— Sciste i czasochtonne procedury przygotowania probek [2, 10].
Zastosowania skaningowej mikroskopii elektronowej to przede wszystkim:

- obrazy topograficzne,

- analiza mikrostrukturalna,

- analiza pierwiastkowa w polgczeniu z odpowiednim detektorem [2, 10].

Profilometria dostarcza wielu uzytecznych informacji poprzez pomiar para-
metréw chropowatodci i falistosci powierzchni probek [2, 7]. W zaleznosci od me-
tody pomiaru profilometry dzieli sie na:

- stykowe,

- bezstykowe optyczne, wykorzystujace:

- metode przekroju $wietlnego,

- pomiar zogniskowang wigzka laserowa,

- pomiar triangulacyjny i interferencyjny [2, 7].

Profilometry wykorzystujace metode stykowa wymagaja bezposredniego
kontaktu koncéwki pomiarowej z powierzchnig obiektu. Ogranicza to mozliwos¢
badania delikatnych powierzchni niektérych materiatéw, ktore moga ulega¢ od-
ksztalceniu lub uszkodzeniu pod wptywem kontaktu z ostrzem pomiarowym [2, 7].
Jako wady tej metody podaje si¢ rowniez mala predkos¢ pomiaru i fatwos¢ uszko-
dzenia koncdwki pomiarowej [2, 7]. Z tego wzgledu od wielu lat s3 prowadzone
prace majgce na celu opracowanie innych metod analizy geometrii powierzchni, al-
ternatywnych wobec profilometrii stykowej. Wiodaca role odgrywaja wsrod nich
techniki wykorzystujace $wiatlo jako nosénik informacji o mierzonych wielko-
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$ciach. Jest to mozliwe dzigki szybkiemu rozwojowi optoelektroniki oraz postepowi
w technice mikroprocesorowej. Optyczne systemy bezstykowe wykorzystuja zja-
wiska odbicia lub rozpraszania $wiatla od powierzchni badanego obiektu 2, 7].

Do zalet profilometrii zalicza sig:

- otrzymanie rzeczywistego obrazu, nie poddanego manipulacjom matema-
tycznym, czego efektem jest brak utraconych danych,

- brak wptywu odbicia $wiatta od powierzchni probki,

- brak wymagan odnosnie do przygotowania probki,

- mozliwo$¢ pomiaréw obiektéw powierzchniowych o stromych powierzch-
niach,

- mozliwo$¢ pomiaréw wszystkich typow prébek: przezroczyste/matowe, dy-
fuzyjne/spekularne, polerowane/chropowate,

- wysoka rozdzielczo$¢ [2, 7].

Czes¢ doswiadczalna

Badanie powierzchni folii celulozowych z nadrukiem:
ogledziny makroskopowe

Mikroskopu konfokalnego uzywano do uzyskania wysokiej jakosci obrazow
oraz rekonstrukeji obrazéw w trzech wymiarach [6]. Zasada dziatania mikroskopu
konfokalnego, jest nastepujgca: promien lasera pada na tzw. lustro dichroiczne,
ktore selektywnie odbija fale $wietlne. Nastepnie wigzka $wiatla przechodzi przez
lustra skanujace, ktére dzieki minimalnym ruchom obrotowym moga nig kierowac.
Obiektyw skupia wigzke w jednym punkcie - ta wzbudza wyznakowany barwni-
kiem preparat, co powoduje emisje dtuzszej fali $wietlnej. Wigzka powraca tg sama
droga przez lustra skanujace i dichroiczne, po czym natrafia na przestong z niewiel-
kim otworem. W koncowym etapie wigzka dociera do detektora. Sygnal ten zostaje
zamieniony przez przetworniki analogowo-cyfrowe na posta¢ cyfrows i przeanali-
zowany przez komputer [1, 6, 9].

Obecnie uzywa sie gléwnie trzech typéw mikroskopow konfokalnych:
- skanujgce laserowe mikroskopy konfokalne (ang. Scanning Laser Confocal

Microscopes),
- mikroskopy konfokalne z wirujagcym dyskiem Rys. 1. Mikroskop
(ang. Spinning-disk Confocal Microscopes), konfokalny Keyence
- PAM (ang. Programmable Array Microscopes) VHX-5000 [9]
[1,6,9].

Na rys. 1 przedstawiono mikroskop konfokal-
ny typu Keyence VHX-5000. Wykorzystano go do
przeprowadzania ogledzin mikroskopowych wybra-
nych probek folii.

Zasada dzialania skaningowego mikroskopu
elektronowego jest nastepujaca: wigzka elektrondw
bombarduje probke, skanujac jej powierzchnie linia
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po linii. Pod wptywem wigzki elektrondéw probka emituje rozne sygnaly: m.in. elek-
trony wtorne, elektrony wstecznie rozproszone, charakterystyczne promieniowa-
nie rentgenowskie, ktore sg rejestrowane za pomocg odpowiednich detektordw,
a nastepnie przetwarzane na obraz probki lub widmo promieniowania rentgenow-

skiego [3, 11].

Mikroskop skaningowy sktada si¢ z nastepujacych elementdw:
- dziala elektronowego, gdzie wytwarzana jest wigzka elektrondw,
- kolumny, w ktorej nastepuje przyspieszanie i ogniskowanie wigzki elektro-

now,

- komory probki, gdzie ma miejsce interakcja elektronéw wiazki z probka,
- zestawu detektoréw odbierajacych rézne sygnaly emitowane przez prébke,
- systemu przetwarzania sygnaléw na obraz.

Mikroskop Zeiss Ultra Plus, ktory wykorzystano w badaniach, umozliwia
ogladanie detali rzedu kilku nanometréw. Jest on wyposazony w trzy detektory po-
zwalajace dostrzec rézne szczegoly struktury:

Rys. 2.

Skaningowy mikroskop
elektronowy firmy
Zeiss [8]

Rys. 3.
Profilometr Nanovea
PS50 [7]

- dwa detektory elektronéw wtérnych:

- standardowy umieszczony w komorze SE2,

- wewnatrzkolumnowy InLens,

- detektory elektronéw wstecznych ESB pracujace od
niskich napig¢, dzigki ktéorym mozliwe jest uzyskanie
kontrastu nie tylko od liczby atomowej, ale tez od roz-
nych faz tego samego pierwiastka [8].

Na rys. 2 przedstawiono skaningowy mikroskop
elektronowy typu Zeiss Ultra Plus, ktéry postuzyl do
ogledzin makroskopowych wybranych prébek.

W celu wykonania badan profilometrycznych wyko-
rzystano bezdotykowy, optyczny profilometr Nanovea
PS50, ktory zostal przedstawiony na rys. 3.

Jest to funkcjonalne rozwigzanie umozliwiajace
badania wedlug norm m.in.: ISO:4287, ISO:12180, ISO:
12181, ISO:12185, ISO:13565. Profilometr zbiera w for-
mie 2D i 3D obrazy dowolnych typéw powierzchni
i probek. Odznacza si¢ wysokim stopniem modutowo-
$ci oraz optymalizacji pod katem potrzeb uzytkowni-
ka. Rozdzielczos¢ profilometréw Nanovea jest szeroka,
miesci sie w granicach od nano- do milimetréw [2].

Ten profilometr jest przeznaczony do pomiaréw:
- metrologii 3D,

- profilu powierzchni, chropowatosci i tekstury,
— ksztaltow i form topograficznych,

- objetosci elementdéw powierzchni,

- pola badanej powierzchni,

- powierzchni przekroju poprzecznego,
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— grubosci warstw oraz wysokosci skokow,
- wymiaréw ziaren [2, 7].

Na rys. 4-8 przedstawiono zobrazowana za pomoca mikroskopu konfokal-
nego strukture powierzchni wybranych proébek folii celulozowych, gdzie folia Cel-
lotherm T jest wylacznie biodegradowalna, folie z serii NatureFlex: NK i NVS do-
datkowo sa kompostowalne, z nadrukiem. Na rys. 9 przedstawiono powierzchnie
probek zobrazowang za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego, na rys.
10-11 przedstawiono profil wybranych prébek.
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Rys. 4.

Zdjecie wykonane mikroskopem konfokalnym dla folii:

a) niestarzonej: 1. NatureFlex NVS, 2. NatureFlex NK, 3. Cellotherm T,
b) NatureFlex NVS starzonej w komorze o natgzeniu

promieniowania 500 W/m2, w czasie 90 h
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Rys. 5.

Zdjecie wykonane mikroskopem konfokalnym dla folii starzonej w komorze o natezeniu pro-
mieniowania 500 W/m?2, w czasie 90 h:

a) NatureFlex NK,

b) Cellotherm T,

c) NatureFlex NVS z nadrukiem wykonanym farbami AquaBio 1. cyan, 2. magenta
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Rys. 6.

Zdjecie wykonane mikroskopem konfokalnym dla folii NatureFlex NVS starzonej
w komorze o natezeniu promieniowania 500 W/m2, w czasie 90 h,

z nadrukiem wykonanym farbami:

a) AquaBio 1. yellow, 2. black,

b) GeckoFrontalEco 1. cyan, 2. magenta
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Rys. 7.
Zdjecie wykonane mikroskopem konfokalnym dla folii starzonej w komorze

o natezeniu promieniowania 500 W/m2, w czasie 90 h,
z nadrukiem wykonanym farbami GeckoFrontalEco:
a) NatureFlex NVS 1. yellow, 2. black,

b) NatureFlex NK 1. cyan, 2. magenta
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Rys. 8. Zdjecie wykonane mikroskopem konfokalnym dla folii NatureFlex NK starzonej
w komorze o natezeniu promieniowania 500 W/m2, w czasie 90 h,
z nadrukiem wykonanym farbami GeckoFrontalEco: a) yellow, b) black

Poréwnujac, przy powigkszeniu 250 i 500 razy, strukture folii niestarzonych
oraz folii starzonych promieniowaniem UVB o maksymalnym czasie starzenia
i dawce promieniowania, tzn. odpowiednio: 90 h i 500 W/m?, mozna stwierdzi¢, iz
najbardziej zauwazalne sg zmiany w strukturze folii NatureFlex NVS. Najmniej na-
tomiast widoczne, charakterystyczne sg te zmiany dla folii Cellotherm T. Kratery
na powierzchni probek powiekszaja si¢. Gdy poréwnuje si¢ folie niestarzone, wi-
doczne jest, iz pos$rdd nich najwieksza liczbg roztozonych malych krateréw charak-
teryzujg si¢ folie NatureFlex NVS, najmniejsza za$ folie Cellotherm T. Zmiany na
powierzchni folii wynikajg z efektow starzenia promieniowaniem.

Na folii NatureFlex NVS starzonej promieniowaniem UVB o natezeniu
500 W/m?i o czasie starzenia 90h, z nadrukiem wykonanym farba AquaBio o bar-
wach CMYK, obserwowanej w powigkszeniu 300 x stwierdzono, iz najwigcej krate-
réw widocznych jest dla barwy magenta, najmniej natomiast dla barwy yellow. Kra-
tery o najwiekszej powierzchni wystepuja na powierzchni probki o barwie black.

Z kolei dla folii NatureFlex NVS starzonej promieniowaniem UVB o nateze-
niu 500 W/m?i o czasie starzenia 90 h, z nadrukiem wykonanym farbg GeckoFron-
talEco o barwach CMYK, obserwowanej w powiekszeniu 300 x, stwierdza sig, iz
najwiecej krateréw widocznych jest dla barwy magenta, najmniej natomiast dla
barwy yellow. Tak jak w wypadku nadruku wykonanego farba AquaBio, kratery
o najwigkszej powierzchni wystepuja na powierzchni probki o barwie black.

Poréwnujac nadruk wykonany farba GeckoFrontalEco CMYK na folii Natu-
reFlex NK z nadrukiem tym samym rodzajem farb na folii NatureFlex NVS mozna
stwierdzi¢, iz zmiany w postaci krateréw na powierzchni folii s3 podobne. Dla folii
NatureFlex NK najwiecej krateréw zaobserwowano dla barw cyan i magenta, naj-
mniej dla barwy yellow, natomiast najwieksza powierzchni¢ krateréw zauwazono
dla barwy black.
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EHT= 2001  Mags S000KX USaPim
WO=28mm  SignalA=inlens  IWCPAN

EHT= 2000 Mags 25000KX U Pim
WO=28mm Sl A=inlens WG PAN

Rys. 9. Zdjecie wykonane pod skaningowym mikroskopem elektronowym
dla folii NatureFlex NVS starzonej w komorze o natezeniu promieniowania 500 W/m?2,
w czasie 90 h, w powigkszeniu: a) 50, b) 250

Na podstawie zdje¢ wykonanych skaningowym mikroskopem elektrono-
wym dla folii NatureFlex NVS starzonej promieniowaniem UVB o natezeniu
500 W/m? w czasie 90 h w wypadku powiekszenia 50x réwniez na powierzchni
probki widoczne sg kratery. W wypadku powigkszenia 250 na powierzchni obser-
wuje sie nieregularng strukture w postaci matych, nieregularnych punktéw.

Na rys. 10-11 przedstawiono profile wybranych folii z nadrukiem farba-
mi AquaBio i GeckoFrontalEco poddanych dziataniu promieniowania 500 W/m?
w komorze, w czasie starzenia 90 h.

Rys. 10.
Profil folii NatureFlex NVS starzonej w komorze o nat¢zeniu promieniowania
500 W/m2, w czasie 90 h, z nadrukiem wykonanym farbami AquaBio:

a) cyan, b) magenta, c) yellow, d) black
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Rys. 11.

Profil folii NatureFlex NVS starzonej w komorze o natezeniu promieniowania
500 W/m?2, w czasie 90 h, z nadrukiem wykonanym farbami GeckoFrontalEco:
a) cyan, b) magenta, c) yellow, d) black
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Analizujac profil prébek folii NatureFlex NVS z nadrukiem wykonanym
farbg AquaBio, starzonych w komorze o natezeniu promieniowania 500 W/m?
w czasie 90 h, mozna stwierdzi¢, iz powierzchnia folii jest pofalowana. Najwigksze
pofalowanie powierzchni charakterystyczne jest dla nadruku o barwie black, naj-
mniejsze natomiast dla barwy yellow. W wypadku nadruku farbami GeckoFrontal-
Eco dla tego samego rodzaju folii oraz parametréw starzenia najwieksze pofalo-
wanie charakteryzuje nadruk farbg o barwie yellow, najmniejsze natomiast farba
o barwie cyan. Poréwnujac zmiany profilu folii NatureFlex NVS z nadrukiem far-
bami AquaBio i GeckoFrontalEco widzimy, iz wielko$¢ tych zmian jest podobna.
Profil folii wynika z efektéw starzenia. Nadruk na foliach zostal wykonany prawid-
towo, dlatego odrzuca si¢ stwierdzenie, iz profil wynika z nieréwnomiernego nato-
zenia warstwy farby.
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Abstract

Examination of the surface of cellulose films with and without printing, made with
biodegradable inks by means of a profilometer, confocal and scanning microscops

The article presents the visual effects of solar and UV-VIS radiation with
appropriate intensity and aging time on three types of cellulose foils with and
without overprint. The print was made with biodegradable AquaBio and com-
postable GeckoFrontalEco inks. Photographs of the film surface were taken using
a confocal and scanning microscope, and their profile was determined using
a profilometer.



