11. konference Pfinos metalografie pro feSeni vyrobnich problému 17. - 19. Cerven 2008, Lazné Libverda
Prispévek 24 str. 100 -103

MOZNOSTI A VYUZITI LASEROVE RADKOVACI KONFOKALNI
MIKROSKOPIE

POSSIBILITIES AND APPLICATIONS OF LASER SCANNING
CONFOCAL MICROSCOPY

Ludmila Skalova — Hana Stankova - Bohuslav Masek

Zapadoceska univerzita v Plzni, Vyzkumné centrum FORTECH, Univerzitni 8,
306 14 Plzen

Abstrakt

V pfispévku jsou popsany rizné aplikace laserového fadkovaciho konfokalniho
mikroskopu Olympus LEXT OLS 3000. Vyhody konfokalniho mikroskopu byly vyuzity
pro charakterizaci mikrostruktury velmi jemnych multifazovych ocelich s vysokou
pevnosti. Z téchto oceli byly vyrobeny miniaturni zkusebni vzorky pro zkousSku razem
v ohybu, jejichZz tvar a rozméry byly kontrolovany pomoci trojrozmérného modelu
povrchu ziskaného na LEXTu. Diky trojrozmérnému obrazu skute¢ného reliéfu
povrchu bylo mozné sledovat také lomovou plochu téchto vzork(l po destrukci.
Software konfokalniho mikroskopu umoziiuje rovnéz stanoveni drsnosti povrchu.
Tato moznost byla vyuZita na pfikladu srovnavaciho méfeni drsnosti plechu s riznou
Upravou povrchu.

1. Uvod

Mikroskopy a mikroskopické techniky proSly dlouhym vyvojem, ktery se v
poslednich letech vyrazné zrychluje. Moznosti mikrostrukturni analyzy byly
v nedavné dobé rozsifeny s nastupem nové generace modernich mikroskopd, mezi
néz patfi také laserovy rfadkovaci konfokalni mikroskop (LSCM). Prvni konfokalni
mikroskop byl sestrojen pro biologické aplikace jiz v roce 1967, ale az s nastupem
laserovych zdroji bylo mozné zkombinovat konfokalni princip s dostatecné
vykonnym zdrojem osvétleni a vytvofit tak mikroskop, ktery kombinuje nékteré
vyhody svételné a elektronové mikroskopie. Konfokalni mikroskopy nachazi
v soucCasné dobé Siroké uplatnéni nejen v biologii, ale také v celé fadé dalSich obor(
jako je napf. textilni primysl, hutnictvi, elektrotechnika nebo strojirenstvi. Tento
Clanek je vénovan pfikladim nékolika materidlovych problémd, které byly feSeny
s pomoci konfokalniho mikroskopu OLYMPUS LEXT OLS 3000.

Mikroskop LEXT umoziuje pozorovani vrezimu svételného mikroskopu se
zvétdenim do 2400x, nebo v konfokalnim rezimu se zvétSenim do 14400x. V rezimu
svételného mikroskopu lze ziskat klasické dvourozmérné snimky ve skuteCnych
barvach, zatimco v konfokalnim rezimu Ize ziskat i trojrozmérné zobrazeni povrchu,
ale pouze ve stupnich Sedi. Do zvétSeni 2400x Ize pfes sebe prelozit barevny obraz
ziskany svételnym mikroskopem a konfokalni obraz. Trojrozmérné obrazy povrchu
Ize vytvaret diky tomu, Ze laserovy paprsek v konfokalnim rezimu proskenovava sadu
optickych fezli v ose ,z“a tyto fezy jsou potom softwarové poskladany. LEXT je
rovnéz vybaven softwarem pro vyhodnocovani obrazu, ktery umoznuje aplikaci
vétsiny zakladnich funkci obrazové analyzy na dvourozmérné snimky. Pomoci
softwaru Ize provadét rizna stereometrickda méfeni na trojrozmérnych obrazech
povrchu. Tyto 3D rekonstrukce povrchu lze zobrazovat bud ve formé draténého
modelu nebo sdruzeného prostorového zobrazeni.
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Ve srovnani s jiz zmifiovanou fadkovaci elektronovou mikroskopii je vyhodou
LSCM, ze nevyzaduje specialni pfipravu vzorkd. S pomoci konfokalnich mikroskop!
Ilze pozorovat metalografické vybrusy, lomové plochy a neupravené povrchy.
Pozorované vzorky nemusi byt vodivé, a je proto mozné pfimo zkoumat i plasty, jily,
porovité materialy atd.

2.1. Priklady vyuziti konfokalni mikroskopie

mikrostruktury, kde Ize pfi vétSich zvétSenich vyuzit i prostorovych snimku
naleptanych metalografickych vybrus(. Tyto 3D snimky pomahaji v identifikaci fazi,
protoze rlizna vyska jednotlivych oblasti vybrusu vypovida o leptatelnosti jednotlivych
fazi a strukturnich slozek. Napfiklad u komplexni mikrostruktury nizko legovanych,
vysoce pevnych TRIP (transformation induced plasticity) oceli, 1ze takto po vhodném
leptani zviditelnit zbytkovy austenit (Obr. 1). Vhodny podil zbytkového austenitu ve
struktufe je pfitom velmi dileZity pro dosazeni dobrych mechanickych vlastnosti
téchto oceli. Software konfokalniho mikroskopu umoziuje oznacit oblasti
s definovanou vyskou nad rovinou vybrusu a pfimo stanovit plosny podil téchto
oblasti. Tento software vS8ak neumoZznuje ru€ni upravy oznacenych oblasti, ani
pouziti funkci béznych v programech obrazoveé analyzy (eroze, dilatace, apod.)

V pfipadé problémd s jednoznacnym definovanim vybranych oblasti Ize
kombinovat konfokalni mikroskopii se specializovanymi softwary obrazové analyzy.
V uvedeném pfipadé TRIP oceli byl pouzit program Lucia, ve kterém byl
vyhodnocovan plosny podil zbytkového austenitu TRIP oceli na snimcich ziskanych
konfokalnim mikroskopem. Oproti svételné mikroskopii bylo mozno vyhodnocovat
snimky zcela ostré a s dostateCnym rozliSenim, prestoze velikost vyhodnocovanych
ostrivku se pohybovala vfadech jen nékolika mikron(. Konfokalni mikroskop
umoznuje pracovat s intenzitnim nebo vySkovym obrazem mikrostruktury. Oby typy
obrazu byly vyuZity k vyhodnocovani v programu Lucia (Obr. 2, Obr. 3). Ukazalo se,
Ze vyskovy obraz je pro tento typ ukoll vhodnéjsi, protoze diky vétSimu barevnému
kontrastu mezi vystupujicimi ostrivky a matrici bylo dosazeno vySSi presnosti
prahovani [1]. Intenzitni obraz je na druhé strané lépe Citelny a vhodnéjsi pro
dokumentaci mikrostruktury.

Prostorové zobrazeni pozorovanych povrchu Ize vyuzit pro velkou fadu aplikaci.
Jako pfiklad Ize uvést kontrolu geometrie a kvality povrchu vrubu na miniaturnim
vzorku pro zkousku razem v ohybu. Vzorek byl vyroben z vysoce pevné oceli a bylo
nutné ovéfit, zda byly pfi vyrobé dodrzeny rozméry a jakost pozadované normou. Po
proskenovani vrubu byla na trojrozmérném zobrazeni (Obr. 4) kontrolovana jeho
hloubka, radius dna a drsnost stén. Po pferazeni vzorku byla na konfokalnim
mikroskopu analyzovana i lomova plocha (Obr. 5, Obr. 6).

Na konfokalnim mikroskopu Ize pozorovat i nekovové povrchy, které nejsou zcela
tuhé, jak dokazuje analyza vrstvy maziva naneseného na povrch tvareciho nastroje
(Obr. 7). Nékolik druhtl maziva bylo nanaseno stétcem rdznym zpusobem a v rizném
poCtu vrstev. Na prostorovych modelech povrchu pak byl vyhodnocovan charakter,
vySka vrstvy a profil vrstvy.

Software konfokalniho mikroskopu ma i specialni modul pro vyhodnocovani
drsnosti povrchid. Pomoci ného bylo provedeno srovnavaci méfeni drsnosti povrchu
dvou ruzné zpracovanych plechl [2]. Drsnost byla u obou plechi vyhodnocena
klasickym mechanickym a optickym profilometrem a poté pomoci konfokalniho
mikroskopu (Obr. 8). Z vysledku vyplyva, Ze konfokalni mikroskopie je vhodna i pro
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urovani drsnosti. Podminkou je v8ak spravna volba objektivu vzhledem
k absolutnimu stupni drsnosti méfené plochy.

3. Zaver

Konfokalni mikroskop je vhodnym nastrojem pro mikrostrukturni analyzu
strojirenskych materiald. Pfi kvantifikaci mikrostruktury je vhodné kombinovat jeho
moznosti se specialnim softwarem pro obrazovou analyzu. Diky trojrozmérnym
obrazim povrchu Ize konfokalni mikroskop vyuzit také pro kontrolu geometrie a
kvality velmi malych prfedmétl, k analyze lomovych ploch a povrchd, a to i u
nekovovych materiald. K dalsim vyhodam konfokalni mikroskopie patfi jednoduché
ovladani mikroskopu a snadna pfiprava vzork(. Ur€itou nevyhodou na druhé strané
je, Zze nelze zobrazovat oblasti rovhobézné s dopadajicim laserovym svazkem a Ze je
obtizné pozorovat zcela prahledné materialy.
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Obr. 1 3D sdruzeny prostorovy model  Obr. 2 Intenzitni obraz mikrostruktury
na prfikladu feriticko-bainitické TRIP oceli s problematicky
mikrostruktury. prahovatelnym zbytkovym austenitem.
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Tab. 1 Hodnoty Ra ze srovnavaciho méreni drsnosti.

Obr. 7 Vrstva maziva nanasena Obr. 8 Valcovany povrch a jeho
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Obr. 4 3D zobrazeni detailu vrubu
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Vzorek Linie Opticky Mechanicky | Konfokalni mikroskop / Objektiv
profilometr | profilometr | 10-krat 20-krat 50-krat
Zpracovani X 11,77 12,48 12,21 6,04 2,66
l. y 9,19 8,27 7,41 511 3,95
Zpracovani X 9,79 9,76 11,32 3,41 3,63
Il. y 8,71 9,05 9,14 3,65 2,25
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