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Abstrakt

Prace je zamérena na vliv radiacniho poSkozeni vzorki v nizko napét'ové transmisni
elektronové mikroskopii. Vpraci se nachazi obecny popis transmisnich
elektronovych mikroskopii a jejich diilezitych ¢asti. Je zde popsan zptisob poskozeni
vzorklli ozarenych primarnim svazkem elektront, jak se pripravuji vzorky pro
elektronovou mikroskopii a k jaké degradaci vzorkl dochazi z hlediska materialu
vzorku a ¢asovému zatiZeni primarnim elektronovym svazkem.
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Piiprava vzorki pro TEM

Abstract

This thesis is focused on Radiation damage of samples in low-voltage transmission
electron microscopy. In thesis is general description of transmission electron
microscopy and their important parts. There is described how samples are damaged
by primary electron beam and how samples for transmission electron microscopy
are prepared and which degradation occurs from the point of view materials of
sample and time dose of electrons from primary electron beam.
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UvoD

V této praci je popsan zakladni princip transmisnich (prozarovacich) elektronovych
mikroskopli s podrobnéjSim zaméfenim na nizkonapétovou elektronovou
mikroskopii od firmy Delong Instruments a.s., kterd vyrdbi modely
LVEMS5 s urychlovacim napétim 5 kV a LVEM25 s urychlovacim napétim 25 kV.
U obou modelt jsou obecné popsany jednotlivé prvky, jako jsou pumpy na ¢erpani
vhodného pracovniho tlaku, zdroje elektronti, ¢oCky vyuzivané v elektronové
mikroskopii, zobrazovaci vady a taktéz zptsob detekce signalu v elektronovém
mikroskopu.

Dale je vdiplomové praci popsdna interakce primarniho svazku elektront se
vzorkem. Je zde uvedeno, co je to pruzny a nepruzny rozptyl a jaké signdly z téchto
interakci vznikaji. Prace se zabyva zplisoby pripravy vzorki, a také vlivem
radia¢niho a celkového poskozeni vzorki v transmisni elektronové mikroskopii. Pro
ucely zjisténi degradace vzorki byly sitky zlata pokryty uhlikovym filmem metodu
primého naparovani a také byl zhotoven vzorek polyethylenu (PE). Dalsi zkoumané
vzorky, ptipravené pomoci fezani na ultramikrotomu, byly dodany jiZ nachystané
k mikroskopovani, jelikoZ jejich priprava vyZaduje urcitou praxi a zrucnost.

V dalsi ¢asti jsou zhotoveny méieni na modelu LVEM25 pro zjisténi vlastnosti dvou
katod High current FEG a Standart FEG, které jsou podstatné pro nasledujici méreni
degradace vzorki pod vlivem primarniho elektronového svazku. Méteni a vytvoreni
snimkd, vyuZitych ke zpracovani pomoci analyzy obrazii, jsou navrzeny tak, aby
vzorek dostaval velkou proudovou hustotu elektrond, tak aby kradiacnimu
poskozeni dochazelo a dostate¢né se projevovalo i na zméné jasu obrazu neboli
dochazelo ke ztencovani vzorku v misté ozareni.

Provedlo se nékolik méreni na modelu LVEM25 v reZimu transmisni elektronové
mikroskopie, kde byl vzorek vystavovan elektrontim primarniho svazku. Zkoumany
byly vzorky syntetické pryskyrice, uhlikového filmu, rasinkového epitelu
a polyethylenu, ktery byl jako jediny sledovan v rezimu difrakce. Z téchto méreni se
vybrala ta nejvhodnéjsi a ta jsou zde zpracovana pomoci analyzy obrazi a je
vypoctena celkova konecna davka elektronit, kterou vzorky obdrzely.

Vdal$i casti je provedeno doporuceni, jak vzorky pripravovat a jak je
v nizkonapétové elektronové mikroskopii pozorovat. Dale je provedena diskuze
méreni, analyzy obrazii a také diskuze navrhnutych vhodnych doporuceni.



1 TRANSMISNI ELEKTRONOVE MIKROSKOPY

Transmisni elektronovy mikroskop (zkracené TEM) je principidlné obdoba
svételného optického mikroskopu, ktery vyuziva viditelné svétlo. V TEMu se ovSem
misto viditelného svétla vyuziva paprsek (svazek) elektront, které maji mensi
vlnovou délku a tim padem, lze dosahnout lepSi rozliSovaci schopnosti neZ
u klasickych” svételnych mikroskopii. Vpraxi se setkdvame s mikroskopy
s rozliSovaci mezi vjednotkdch desetin nanometri. Cim vétsi je ,budici napéti,
urychlujici elektronovy svazek, tim je i mensi vinova délka elektroni. VétSinou se
urychlovaci napéti pohybuje okolo 100 aZ 200 kV, ale v této praci se bude pracovat
s transmisnimi elektronovymi mikroskopy nizkého napéti (low voltage), které maji
urychlovaci napéti 5 nebo 25 kV. Firma Delong Instruments vyrabi 2 modely
nizkonapétovych TEM a to LVEM5 (Low Voltage Electron Microscope 5 - napéti
5kV) a LVEM25 (Low Voltage Electron Microscope 25 - napéti 25 kV). Tyto
mikroskopy maji vyuziti v biologii, mediciné a materidlovém inZenyrstvi
(nanotechnologiich). PouZitim nizkého napéti dosahuji skvélého kontrastu, jelikoZ
dochazi ke zvyseni rozptylu elektronii na vzorku. Dalsi jejich vyhodou je, Ze dochazi
k mensimu radia¢nimu poskozeni vzorkd, jelikoz maji elektrony mnohem mensi
energii, neZ je standardné vyuZzivana. [1][3][4][5][25]

1.1 Princip nizkonapétovych TEM

Na katodu je privedeno vysoké napéti (5 kV nebo 25 kV). Tryska se kromé Zhavené
termoemisni katody sklada z extraktoru a supresoru. Tryska se u LVEMS5 i LVEM25
nachazi ve spodni ¢asti mikroskopu a elektrony tim padem emituji vzhiiru. Nez
dopadnou na vzorek jsou nejdiive usmérnény kondezorovou cockou, ktera je
vpripadé LVEM5 magnetostaticka a vpripadé LVEM25 elektrostaticka
i magneticka. Nasledné dochazi k interakci se vzorkem a proslé elektrony sméiuji
objektivem ke stinitku. Aby se vykompenzovaly zobrazovaci vady jsou elektrony
ovliviiovany oktupoély. Mikroskop se kromé elektronové optiky sklada i ze svételné
optiky, ta zacina stinitkem (YAG - Yttrium Aluminum Garnet), kde se dopadajici
elektrony konvertuji na fotony. Schéma elektronové optiky od katody aZ po YAG
stinitko se nachazi na Obr. 1. Za stinitkem nasleduje svételny objektiv a CMOS
kamera, ktera obraz snima a v digitalni podobé se zobrazi v PC. DalSimi dllezitymi
prvky celého mikroskopu jsou samoziejmé ridici elektronika, PC a PC software,
citlivy manipulator vzorku, ktery s drzakem vzorku pohybuje v radech desitek nm,
a nedilnou soucasti jsou vakuové pumpy, které zajistuji vhodné prostredi v tubusu
mikroskopu a v €asti kde se vsunuje drzak vzorku. [2][3][5][25]
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Obr. 1 Nacrt schématu transmisniho elektronového mikroskopu LVEM pievzato z [5]

1.2 Vakuové pumpy

JelikoZ pii kolizi elektronového svazku a plynnych castic dochazi k vychylovani
(rozptylovani) elektront, je zapotiebi mit v tubusu elektronového mikroskopu co

pracuji ve vakuu, které v tubusu dosahuje hodnot 10-3 az 10-5 Pa. Rozptyl elektronii
ovSem neni jediny divod, dalSim diivodem je kontaminace vzorku, ktery vkladame
do drahy elektronového svazku. Vzorek je do tubusu vkladan pres vakuovou
propust. [1][2][3][25]



Vakua se dosahuje pomoci vyvév. Tlak v zarizeni se déli na nékolik Urovni - nizké,
vysoké, ultravysoké atd. viz Tab. 1. Ve firmé Delong Instruments se vyuZzivaji pouze
turbomolekularni, membranové a iontové getrovaci vyvévy, proto v nasledujicim
textu budou popsany pouze tyto druhy vyvév, avSak vjinych elektronovych
mikroskopech se kromé zminénych mizeme setkat i s rota¢ni vyvévou (olejovou ¢i
spiralovou) nebo difuzni vyvévou. [1][25]

Tab. 1 Urovné vakua v Pa pi‘evzato z [1]

Uroven vakua Tlak [Pa]
hrubé 100-0,1
nizké 0,1-10*
vysoké (HV) 104107

ultravysoké (UHV) | 107-101°
extravysoké (XHV) <1010

1.2.1 Turbomolekularni a membranova vyvéva

Pro dosaZeni nizsiho tlaku se vyuziva turbomolekularni pumpy HiCube 80 Eco od
firmy Pfeiffer vakuum. Elektromotor turbiny dosahuje maximalnich otacek
frekvence 1500 Hz (90 tisic otaCek za minutu). Dochazi k pohybu Sikmych lopatek
(statorli a rotorii), které odcCerpavaji vzduch z prostiedi mikroskopu. Skrz
statorovou Stérbinu prochazi molekuly plynu a dopadaji na rotor, kde ziskavaji
rychlost ve sméru pohybu stény rotoru. Statorové a rotorové lopatky jsou k sobé
velmi blizko a stiidavé usporadané proti sobé s ihlem 15-40°, coz zajiSt'uje neustalé
proudéni vétSiny molekul smérem k vystupnimu otvoru. Sériové za vystupnim
otvorem se nachidzi membranova vyvéva, ktera pomoci otaCek pohybuje
s membranou a diky systému ventilli proudi molekuly plynu z turbomolekularni
pumpy pires membranovou ven. Vyhodou téchto pump je, Ze nezptlisobuji zadné
znecisténi cerpaného prostiedi. Navic jsou schopny cerpat jiz atmosféricky tlak
a s postupnym zvySovanim otacek jsou schopny dosdhnout vysokého vakua
(10-5 Pa). Ke stanici pumpy HiCube 80 Eco - Ize pripojit vakuovou mérku, s kterou
se méri hodnota vakua ve vakuové propusti (predvakuum), pies kterou se do
mikroskopu vklada vzorek. [1][5][8]

1.2.2 lontové vyvévy

Zatimco vSechny ostatni vyvévy funguji jako turbiny a na jedné strané vzduch
nasavaji a na druhé vyfukuji, iontové pumpy pracuji na principu ionizace a adsorpce.
Uvnitt iontovych pump (zkracené IP) se nachazi proti sobé titanové elektrody
(katody) a valec anody, mezi nimi je napéti 5 kV. Mezi titanovymi elektrodami se
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nachazi molekuly plynt, které jsou proudicimi elektrony ionizovany a ziskavaji tak
kladny nadboj a nasledné dopadaji na katody, kde odprasuji atomy titanu na valec
anody. Tyto atomy titanu slouzi k zachytavani neutralnich molekul plynd, které se
uvnitl IP nachazi. K zachytavani dochazi pomoci adsorpce ¢i chemiresorpce. Cela IP
se nachazi v magnetickém poli, které prodluzuje drahu elektroni (od katody
kanodé) a ty podstoupi vice srazek s molekulami plynu, coZ zvySuje ucinnost
ionizace. lontové pumpy slouzi zaroven i jako mérka Urovné vakua, protoZe ¢im
mensi proud iontli mezi elektrodami proudi, tim je vakuum lepsi. V idealnim piipadé
by vakuum bylo uplné ,cisté“ a neobsahovalo by Zadné molekuly, a proto by IP
nemohly fungovat, jelikoZ by mezi elektrodami byl nulovy proud. lontové pumpy
jsou schopné pracovat pouze za nizsiho tlaku, proto je nutné prostor uvniti IP
nejdriv predcerpat jinou vyvévou a az od vakua 10-3 Pa jsou IP schopny se , chytit”
(pracovat samy bez pomoci jinych vyvév). Jelikoz velikost iontovych pump je velice
mald, daji se pouzit v blizkosti dilezitych mist mikroskopu, jako je komora vzorku
a v blizkosti elektronové trysky, kde je zapotiebi dosahovat, co nejlepSich hodnot
tlaki. V misté vzorku cerpa okoli jedna IP a je zde dosaZeno tlaku pod 10-¢ Pa
a v okoli elektronové trysky jsou dvé IP, a tudiZ zde vakuum dosahuje hodnoty tlaku
pod 107 Pa. [1][3][7]

1.3 Elektronové trysky

Autoemisni elektronové trysky

Tento druh trysek ma katodu, ktera je zhotovena z monokrystalu wolframu, urcité
krystalové orientace, a ma velice maly hrot (50 aZ 100 nm), z kterého je emitovan
tenky svazek elektroni. V blizkosti hrotu katody je vysoka intenzita elektrického
pole (10° V/m). K emisi elektronii se vyuziva tunelového jevu a katoda pracuje pii
pokojové teploté. Autoemisni trysky maji vysokou smérovou proudovou hustotu,
ovSem vyzaduji Cerpani v okoli trysky na vysoké ultravakuum (<10-8 Pa), coZ je
velmi nakladné.

Vice stabilni jsou termoemisni trysky (trysky s tepelné stimulovanou autoemisi),
které pracuji pfi mnohem vyssi teploté a to priblizné 1800 K, tak vysoka teplota
pozitivné piisobi na udrZeni Cistoty hrotu. Kromé tunelového efektu se zde vyuziva
i Schottkyho efektu (emise), ktery sniZuje potiebnou vystupni praci, k tomu slouzi
pokryti hrotu katody ZrO (oxid zirkonicity). Diky Schottkyho efektu se vystupni
prace sniZi na 2,4 eV a vznika zna¢ny termoemisni proud. Sice nedosahuje tak dobré
hodnoty smérové proudové hustoty jako autoemisni tryska, ale zase jsou emise
a proud svazku daleko stabilnéjsi. Jejich dalsi vyhodou je, Ze nepottebuji tak nizky
tlak, jako autoemisni katody. Termoemisni trysky maji nizkou energetickou disperzi
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elektronli, cozZ znamend, Ze maji daleko vice koherentni svazek, a to v Case
i v prostoru a tim paddem nedochazi k chromatické zobrazovaci vadé viz dale v textu.
Tento typ wolframové katody pokryté zirkoniem (SE Cathode ZrO/W) se pouziva
v LVEMS5 i LVEM25. [1][3][22][24]

1.4 Elektromagnetické, magnetostatické a
elektrostatické cocCky

Zatimco ve svételné optice se k zobrazovani vyuZzivaji materidly s riznymi indexy
lomu, velektronové mikroskopii lze vyuzit pouze cocky elektromagnetické,
magnetostatické a elektrostatické, které fokusuji svazek elektronli. Magnetické
Cocky obsahuji kratkou kruhovou civku z médéného dratu a pdlové nastavce
z magneticky mékkého Zeleza. Elektronovy svazek, ktery prochazi cockou je
fokusovan silnym, nehomogennim rotacné symetrickym magnetickym polem B,
které se nachazi mezi p6lovymi nastavci. Kromé lomu drahy elektronu dochazi také
k rotaci kolem optické osy Cocky. Fakt, Ze vysledny obraz je nejen prevraceny, ale
i pootoceny, je potieba brat na védomi. Magnetostatické coCky maji mensi
zobrazovaci vady, ale zase maji konstantni (neménné) vlastnosti, proto se casto
pouzivaji ¢ocky elektrostatické, kde je moZné ménit pracovni napéti a tim ménit
ohniskovou vzdalenost ¢ocKky, ¢imz lze ovliviiovat svazek elektronii. V LVEM jsou
pouzivany malé elektrostatické a magnetostatické ¢ocky, které nepotiebuji chlazeni.
LVEM obsahuje i stigmatory a deflektory. Stigmatory se pouZivaji k odstranéni
astigmatismu, ktomu slouzi nékolik oktupéli a deflektory slouZi k centrovani
svazku. [1][2][3][5]

1.4.1 Zobrazovaci vady

Sféricka vada - vznika tim, Ze elektrony na okraji svazku jsou vychylovany vice
k optické ose nez elektrony prochazejici stredem cocky, coZ zplsobuje rlizna
ohniska drah elektronti. Tato vada se podili na rozliSovaci schopnosti transmisnich
elektronovych mikroskopi.

Chromaticka vada - Souvisi srliznou rychlosti elektronii ve svazku. Rychlejsi
elektrony jsou cockou ovliviiovany (ohybany) méné a dochazi ke zméné ohniskové
vzdalenosti. DnesSni zdroje elektron jsou velmi stabilni, avSak pii velkych
zvétSenich a v piipadé vétsi tloustky vzorku dochazi k velkému rozptylu elektronii
a chromaticka vada se znac¢né projevi. Ve svételném mikroskopu se tato vada da
korigovat sériové zarazenou rozptylkou tésné za spojkou, ovSem v pripadé
elektronovych mikroskopd jsme schopni zhotovit pouze spojky nikoli rozptylky.



Korigovat tuto vadu elektronovych mikroskopt Ize energiovym filtrem viz zdroj [6]
nebo [10], avSak to je velice nakladné a v LVEM se nepouZziva.

Osovy astigmatismus - Ohniskova vzdalenost je rizna pro dva svazky, které se siii
ve dvou navzajem kolmych rovinach (svazky nejsou symetrické kolem optické osy).
Ke korekci rozdilu v ohniskovych rovindch se pouZiva stigmator kondezoru
a stigmator objektivu (oktupdly). JelikoZ se objektivovy astigmatismus projevuje
i ve spektralni oblasti, tak s vyuZitim algoritmu FFT (Fast Fourier Transform) je
zapotiebi docilit kruhové symetrické oblasti ve stifedu spektra (astigmatismus je
korigovan). To odpovida zelené vyzna¢enému kruhu na Obr. 2, pokud ma spektrum
tvar elipticky (v obrazku cervené) znamena to, Ze dochazi k osovému astigmatismu.
Korekce astigmatismu se provadi nejlépe pri pozorovani homogenniho uhlikového
filmu. [1][5][25]

Obr. 2 Spektrum tlusté uhlikové folie - vypocteno FFT prevzato z [5]



1.4.2 Clony kondenzoru a objektivu

V systému vSech elektronovych mikroskopti se pouzivaji clony. PouZivaji se pevné,
ale i ménitelné. V pripadé LVEM se setkavame s manipulatorem clon kondenzoru
a objektivu. Tri kruhové clony kondenzoru se nachazi na obdélnikové desticce
sériové za sebou viz Obr. 3. Prvni a druha clona (zprava) ma primeér 50 pm
a posledni 30 um, totéz plati i pro clony objektivu. Objektivova clona slouzi ke
zlepSeni kontrastu. Kondenzorova clona omezuje velikost primarniho svazku
elektronit, tedy proudové zatizeni vzorku. [1][5]

30 um 50 um 50 um
C

Obr. 3 Nacrt obdélnikové desticky s kruhovymi clonami prevzato z [5]

1.5 Detekce elektronu

ProtoZe elektrony maji malou vlnovou délku, kterou jiz neni lidské oko schopno
rozeznat, je nutné dopadajici elektrony prevést na fotony (obraz ve viditelném
spektru). K pozorovani obrazu se diiv vyuzivaly fluorescencni stinitka a jakmile
uzivatel naSel oblast zajmu, stinitko bylo z drahy elektront odebrano a elektrony
dopadly na detektor - fotografické negativy. Pozdéji se zacaly pouZzivat CCD kamery
a digitalni desky (imaging plates viz [1]). V pripadé LVEM je ovSem elektronovy
svazek preménén na stinitku YAG (Yttrium Aluminum Garnet) na svételny svazek
(fotony) a ten uZ lze detekovat daleko snadnéji napt. CMOS kamerou. V LVEM je
pouzivana CMOS kamera s velikosti senzoru 2560x2160 pixell a velikosti jednoho
pixelu 6,5 um. PouZité vzorkovani kamery je 16 nebo 12 bitli a je chlazena pomoci
Peltierova ¢lanku.[1][3][25]

Nékteré techniky misto proslého svazku elektronti (TE - transmission electron)
detekuji jiné signaly napi. zpétné odrazené elektrony (Back Scattered
Electron - BSE), sekundarni elektrony (SE), charakteristické rentgenovo zareni
(EDS), katodoluminiscence (CL). Vyjmenované techniky vyuzivaji specialnich
detektorti vyrobenych k detekci konkrétniho signalu. [1]



2 VLIV RADIACNIHO POSKOZENI VZORKU

Jak jiz bylo uvedeno drive, elektrony v transmisnim elektronovém mikroskopu
prochazi skrz vzorek, ktery je ve formé tenké folie. Pri interakci primarniho svazku
elektronli s atomy vzorku dochdazi krozptylovani elektroni a taky k postupné
degradaci (poskozeni) vzorku. Energie primarnich elektronti ovliviiuje velikost
oblasti pod povrchem vzorku, kde dochazi k interakcim elektronti se vzorkem - tato
oblast se nazyva excita¢ni objem. Excitacni objem lze simulovat pomoci specidlni
statistické metody Monte Carlo viz Obr. 4. Dopadajici elektrony jsou rozptylovany
hlavné ve sméru rovnobézném se smérem dopadajiciho svazku, avsak jak lze vidét
na obrazku, excita¢ni oblast je mél¢i pro mensi energie. Elektrony, které prochazi
skrz, jsou v TEM vyuZity k tvorbé vysledného obrazu, avSak pro jiné techniky lze
vyuzit i jiné typy interakce (sekundarni elektrony, zpétné odraZené elektrony,
Augerovy elektrony atd.). [1][9]

1keV 5keV

Y

Obr. 4 Simulace drah elektronii metodou Monte Carlo pievzato z [10]

2.1 Parametry elektront

Elektrony stejné jako fotony dle kvantové teorie podléhaji vinové Casticovému
dualismu, proto Ize elektroniim priradit vinovou délku. VInova délka je zavisla na
hmotnosti elektronu me, naboji -e a kinetické energii elektronu, ktera je rovna praci
vykonané pri urychlovani elektronu (elektrickym potencidlem). Kinetickou energii
lze vypocitat dle vzorce 2.2 a substituci p do vzorce 2.1[1], dostavame rovnici 2.3
pro vypocet teoretické rozliSovaci schopnosti mikroskopu.

h
A=c=-, (2.1)
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Kde A je vinova délka urychleného elektronu, h je Planckova konstanta, p je hybnost
elektronu, ktera je rovna jeho hmotnosti m krat jeho rychlost v.

2

14
E, =—=¢.U
k= om !

(2.2)

Kde Ex je kinetickd energie, p je hybnost elektronu, m je jeho hmotnost, e je naboj
elektronu a U je urychlovaci napéti.

A= , (2.3)

Kde A je vinova délka urychleného elektronu, h je Planckova konstanta, m je hmotnost
elektronu, e je ndboj elektronu a U je urychlovaci napéti.

Jestlize urychlovaci napéti je vétsi nez 40 kV je potreba pocitat s relativistickou
korekci, avSak v této praci se pracuje pouze s nizkonapétovymi EM s napétim 5 kV
a 25 kV. Teoreticka rozliSovaci schopnost se shoduje s vinovou délkou elektronu
a lze ji vypocitat dosazenim do vztahu 2.3. Pro napéti 5 kV je rovna 17,35 pm a pro
napéti 25 kV je 7,57 pm, ovSem takové rozliSovaci schopnosti realné mikroskopy
nikdy nedosahnou, kvili zobrazovacim vadam a technickym nedostatktim. [1][13]

Tab. 2 Vlastnosti elektronti dle elektronového mikroskopu

Mikroskop | Energie [keV] | v[m/s] v/c[-] [pm]
LVEM 5 5 4,19.10’ 0,14 17,35
LVEM 25 25 9,38.107 0,313 7,57

Pomoci upravy rovnice 2.1 lze ziskat rychlost elektronu vypoctenou z jeho vinové
délky viz Tab. 2. V poméru k rychlosti svétla se elektron v LVEMS5 pohybuje rychlosti
0,14 ¢ a elektron v LVEM25 rychlosti 0,3 c. Energie elektronii je zavisla na
urychlovacim napéti, takze pro LVEM5 odpovida 5 keV a pro LVEM25 je energie
rovna 25 keV.

2.2 Interakce primarniho svazku elektroni se vzorkem

Dopadajici elektrony se pfii interakci se vzorkem chovaji velmi ,chaoticky”, coz
zplUsobuje pruzny a nepruzny rozptyl (elektronové excitace) pti srazkach elektronii
s atomy vzorku. U pruzného rozptylu dochazi k zanedbatelné vyméné kinetické
energie. Elektrony interaguji Coulombovsky s elektrostatickym potencialem jader
atomtu, které jsou castec¢né stinény elektronovym obalem. Béhem toho dochazi
k zméné hybnosti a energie elektront, ale i atomid samotnych. JelikoZ je hmotnost
elektronu oproti hmotnosti atomu velmi mala, dochazi k velmi malé relativni zméné
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energie rozptylenych elektronti oproti elektroniim primarnim. Primarni elektrony
dopadajici na vzorek jsou vychylovany atomy a vychyluji se vice, ¢im bliZe kolem
jadra atomu proleti a ¢im vyssi je elektricky ndboj jadra. V tomto piipadé muze
nastat situace, kdy se elektron jevi jako zpétné odrazeny — BSE (ihel rozptylu je vétsi
nez 100°). Draha elektronti ovlivnénych pruznym rozptylem je na Obr. 5. [1][9][13]

Obr. 5 Drahy pruzné rozptylenych elektront pirevzato z [9]

U nepruzného rozptylu elektron pronika elektronovym obalem atomu a jeho
energie je predavana elektrontim v nékteré elektronové vrstvé atomi nebo krystalu
jako celku. Nepruzny rozptyl lze rozdélit do 3 kategorii.

e Procesy generujici sekundarni elektrony (SE)
e Procesy generujici rentgenové (RTG) zareni
e Procesy vyplyvajici z interakci s mnoha atomy

Energie dopadajicich elektront miiZe zpisobit excitaci vazanych elektronii v obalu
atomu, volnych elektroni nebo rozvibrovani krystalové mriZe. Tento prenos
energie vede ke zvysSeni teploty vzorku a mize vést i k jeho radiacnimu poskozeni.
Cim vic se elektron bliZi k atomovému jadru, tim vice ztraci energie pii kolizi
s elektronem z vnitfni hladiny. Sekundarni elektron (vyraZeny primarnim
elektronem) vytvori diru, kterou zaplni elektron z vyssi elektronové hladiny a dojde
k vyzareni charakteristického rentgenova zareni, urcité vinové délky (energie).
V nékterych pripadech nemusi byt energie vyzarena, ale miize byt predana jinému
elektronu z vyssi vrstvy a ten opusti elektronovy obal, takovému elektronu se rika
Augertv Elektron (AE) a jeho energie je velmi nizka. Také miiZe dojit k pripadu, kdy
elektron z valen¢niho pasu prechazi pres zakazany pas do vodivostniho, poté dojde
k poruse krystalové mrizky a rekombinaci elektronu dojde k vyzareni fotonu ve
viditelné oblasti, tento jev se jmenuje katodoluminiscence (CL).
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Radiacni poskozeni vzorki je spojeno hlavné s rentgonovym zatrenim, které ma silné
ioniza¢ni ucCinky. K vyrazeni elektronu z hladiny blizké jadru atomu miize dojit
pouze v situaci, kdy je predana energie vétsi nez tzv. kriticka energie pro danou
hladinu. Diky rozdilné energii v zavislosti na atomovém c¢isle Za jedinecnosti
hodnoty energii hladin (K, L, M, N) kazdého prvku periodické tabulky je moZno
provést chemickou analyzu vzorku pomoci detektoru EDX (EDS).[1][9][13][30]

2.3 Poskozeni vzorku v nizkonapétovych elektronovych
mikroskopech

Vysokonapétové elektronové mikroskopy sice umoziuji vidét detailni strukturu
zkoumaného vzorku, diky velké rozliSovaci schopnosti, ale kvili vysoké energii
elektrond dochazi k vyrazné interakci se vzorkem, k ionizaci a vzorek velmi rychle
degraduje. Pro zkoumani organickych struktur (lehkych prvki) je proto daleko
vhodnéjsi vyuziti nizkonapétovych elektronovych mikroskopt. Tepelné stabilni
organické polymery jsou odolnéjsi vii¢i poSkozeni primarnim svazkem elektronf.
Odolnost vici elektronim se vétSinou urcuje zhlediska celkové davky
elektrond (C/cm?2). Ve studii [14] byla celkovd konecnd davka zkoumana na
organickém polovodi¢i pentacenu (sloucenina 5 benzemovych jader), kde pro
napéti 5 kV byla davka 0.035+/- 0.015 C/cm?, zatimco pro vysoké napéti 400 kV byla
davka cca 7x vyssi a to 0.25+/- 0.05 C/cm?. Dlvod, proc¢ je ddvka na vySsim napéti
sedmindsobna souvisi se stfedni volnou drahou elektront. Elektrony se srazi
s molekulami vzorku a u vysokého urychlovaciho napéti prochazi rychlé elektrony
vzorkem s mensim poctem srazek (interakci). Z tohoto diivodu dochazi k rozpadu
struktur ve vzorku pomaleji a vzorek obdrzi vétsi celkovou davku elektronti. Pocet
srazek samoziejmé souvisi i s tloustkou vzorku, tedy na draze, kterou urychleny
elektron skrz vzorek urazi. [14][15][26]
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3 PRIPRAVA VZORKU PRO TRANSMISNI
ELEKTRONOVOU MIKROSKOPII

Vyuziti LVEM je pievazné v oblasti biologickych vzorki, které obsahuji lehké prvky
(malé atomové cislo) nebo ke sledovani polymert. Vtransmisni elektronové
mikroskopii se pozorovany objekt nachazi na kulaté sitce (terciku) vétSinou
standartniho rozméru (@) 3,05 mm. Na vyrobu siték se nejcastéji pouziva méd, ale
existuji i sitky z niklu ¢i zlata. Existuje nékolik typt siték, at' uz dané tloustkou nebo
tvarem jednotlivych otvori (ok) sitky. Aby se zabranilo propadnuti vzorku skrz oko
sitky, tak byva sitka potaZena tenkym filmem vétSinou z uhliku viz Obr. 6.
Biologické preparaty byvaji vétSinou umistény v zalévacich hmotach napft.
polymerni pryskyrice. Zalévaci hmota musi byt slozena zlehkych prvki, aby
nedochazelo krozptylu elektroni na tézkych casticich a také, aby nezastinila
predméty zajmu. Existuje nékolik zpiisobli pripravy vzorku, avSak vétSinou se
pouzivaji k tvorbé vzorki z mineralt, kovi a polovodict, které je vhodné pozorovat
v EM s vys$$im urychlovacim napétim. V nasledujicich textu budou popsany metody
pouzivané prevazné pro lehké prvky. [1][9][13][23][26]

Holey Carbon

Obr. 6 Sitka pro TEM pokryta uhlikovym filmem prevzato z [11]

3.1 Rezani platku

U biologickych preparati zalitych v polymerni pryskyrici se pouZiva metoda fezani
platkd. Existuje nékolik zplsobl fezani a u vétSiny je mozné tloustku nastavit
pomoci mikrometrického Sroubu. Vzorky pro nizkonapétovy TEM by méli mit
tlouStku kolem 40-70 nm, maximalné v§ak 100 nm. [1][23]
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3.1.1 Rezani ultramikrotomem

Touto technikou jsme schopni ziskat ultra tenké rezy, které jsou tlusté 30-90 nm.
Krezani slouzi specialni pristroj ultramikrotom, ktery ma sklenény nebo
diamantovy niz. Sklenéné noze jsou levné a vyrabi se Stipanim, pomoci specialnich
klesti (,knife maker”), z tabulek skla, ale jejich brit se rychle ztupi. Oproti nim jsou
diamantové noZe drahé, ale k jejich ztupeni dochazi pomaleji. U vyrobce je lze za
poplatek, nechat znovu nabrousit. Vzorek miiZe byt biologicky i polymerni, nejlépe
se rezy délaji na homogennich vzorcich a v pripadé heterogennich nesmi byt
jednotlivé slozky priliS odliSné svou tvrdosti a kompaktnosti, jinak by mohlo dojit
k rozdrcent.

Pied samotnym fezanim na ultramikrotomu se vytvrzené vzorky upravuji, aby se
zmensila plocha fezu, do tvaru komolé pyramidy. Rezani se vétsinou provadi pfi
pokojové teploté a nékdy se vyuziva oscilujiciho noZe, ktery vibruje s ultrazvukovou
frekvenci 25-45 kHz. Pokud je material pii pokojovych teplotach prilis mékky, tak
se provadi jeho chlazeni a fezani se pak provadi pod bodem mrazu pii teplotach 0 az
-120 °C. Vtomto pripadé metodu nazyvame Kkryo-ultramikrotomie. Schéma
mechanického ultramiktrotomu je na Obr. 7

Obr. 7 Schéma ultramikrotomu s mechanickym pohybem pi‘evzato z [13]

Kde E - blocek vzorku ve tvaru komolé pyramidy, C - drZdk objektu (blocku),
A - rameno, S1a Sz - pruZinovy zdves, P - podpéra ramena, B - zdkladni deska, K - niiZ,
H - kriZovy stolek
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Vyhodou ultramikrotomie je, Ze provadi stejné tlusty fez po celé ploSe vzorku.
A nevyhodou jsou vysoké porizovaci naklady a sloZitost celého procesu. Obsluha
musi byt zaskolenad, a i tak mize vzniknout relativné velké mnozstvi artefakti, proto
se v této praci bude pracovat s jiz zhotovenymi vzorky touto metodou.[1][13][25]

3.2 Naneseni vzorku na uhlikovy film

Dal$im zplsobem, jak pripravit vzorek vhodny pro transmisni elektronovou
mikroskopii (v¢etné LV TEM) je naneseni roztoku na sitku pokrytou uhlikovou félii.
Metodou primého naparovani uhliku lze pripravit vzorky velmi tenké uhlikové félie.
Nejdrive se podélné narizne slida, aby vytvorila 2 plochy, na ty se pak napari
uhlikova vrstva a tato uhlikova folie je posléze pouzita k pokryti nékolik siték
(tercikii). Na tyto sitky je po vyschnuti nakdpnut roztok zkoumaného materialu
napf. nanocastice titanu. Podrobny postup této metody je popsan v kapitole 4. [16]

3.3 Radiacni poskozeni vzorku v zavislosti na jeho
vlastnostech

Radia¢ni poskozeni vzorku je velmi zavislé na materialu vzorku, jeho tloust'ce a na
radia¢nim zatiZeni zavisejicim na velikosti proudu svazkem a délce expozice.
Odolnost vii¢i dopadajicim elektroniim silné zavisi na atomovém cisle (Z) prvkd,
z kterych se vzorek sklada. Napriklad uhlikové nanotrubky nebo krystalicky silikon
miuZze byt delsi dobu vystaven elektrontim urychlenym 100 kV, ale u urychlovaciho
napéti 200 kV uz dochazi ke znacnému poskozeni. Z toho vyplyva, Ze je nutné brat
v uvahu urcité prahové urychlovaci napéti a taky snizit celkovou davku dopadajicich
elektrond, tedy ozarovat vzorek primarnim svazkem s niz$i proudovou hustotou.
U prvkd s malym a stfedné velkym atomovym c¢islem dochazi u urychlovaciho
napéti 200 kV ke znacnému ionizacnimu poskozeni (rozpraseni). Oproti tomu prvky
svysokym atomovym cislem (tantal Z=73, wolfram Z=74) maji prah energie
dopadajicich elektront, kdy dochdazi k ionizacnimu rozprasovani, vyssi nez 400 keV
viz Obr. 8. Uanorganickych struktur dochazi k degradaci materialu pomaleji
adochazi krozpadu krystalové mriZe nebo ke ztraté hmotnosti. Organické
slouceniny jsou oproti anorganickym casto vazany pouze slabou vazbou (Van Der
Waalsovou silou) a ¢asto nedochazi k deexcitaci excitovaného elektronu, chemické
vazby se rozpadaji a méni se ptivodni tvar molekuly. Ve vétsiné piipadi dochazi
k poSkozeni vazebnych cCasti obsahujicich lehké atomy vodiku, kysliku a sodiku.
Aromatické molekuly jsou patrné stabilnéjsi diky stalosti benzenového jadra.
PiestoZe uhlik ma nizké atomové cislo, patii k velmi stabilnim prvkiim, a proto se
pouziva, ve formé uhlikového filmu, jako podpéra pro ostatni zkoumané prvky
a molekuly. Zlato patfi mezi vysoce stabilni prvky, a proto byva pouzivano
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k pokoveni (zvyraznéni kontrastu) u nékterych preparatii. VTab. 3 1ze vidét, Ze zlato
zaCind byt rozpraSovdno aZz pri bombardovani elektronl s energii vysSi nez
1320 keV, avSak tato hodnota je pouze teoretickad. Tab. 3 obsahuje teoreticky
vypocCtené prahy i pro jiné materialy.[14][15][26][30]

Tab. 3 Teoreticky vypoctené prahy ioniza¢niho poskozeni urcitych materiali pirevzato z [15]

Material Prah [keV]
Grafit 140
Diamant 330
Hlinik 180
Méd' 420
Zlato 1320

Tloustka vzorku nerozhoduje pouze o radiacnim poskozeni vzorku, ale také
o tepelném zahrivani a taktéZ souvisi s elektrostatickym nabijenim vzorku. JelikoZ
zahtivani vzorka zvySuje pravdépodobnost ionizace vzorkt, nékteré elektronové
mikroskopy vzorek zamérné chladi. U LVEM vsak k zadnému procesu chlazeni
nedochazi. Vzorky jsou pripravovany co nejtenci v rozsahu 20-70 nm. U tenkych
vzorkl nedochazi k tak rozsahlému nepruznému rozptylu jako u tlustsich vzorkd,
v kterych zaroven vznika i vétsi mnoZstvi pruzné rozptylenych elektront, které
mohou opétovné interagovat se vzorkem. Jak primarni elektronovy svazek
interaguje se vzorkem a jaké signaly pti tom vznikaji je zobrazeno na Obr. 9.

Radiacni poskozeni taktéz zavisi na priameéru (velikosti) elektronové stopy
primarnftho svazku. Fokusujeme-li stopu do mensiho priméru zvySujeme
proudovou hustotu, a tak zvySujeme celkovou davku elektrond, které dopadaji na
vzorek. Stejny vliv ma i doba ozarovani primarnim svazkem elektront (expozicni
¢as). Cim déle je vzorek vystaven elektroniim tim vice je zatéZovan, zvySuje se
pravdépodobnost ionizace a dochazi k radiacnimu poskozeni, coz miize vést az
k iplnému zniceni atomt a molekul. [14][15][30]
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Obr. 8 Prah energie elektronii, kde dochazi k ioniza¢nimu rozprasovani prvka v zavislosti na
jejich atomovém ¢isle (Z) pirevzato z [15]

electron beam
Auger Electrons (AE) | Secondary Electrons (SE)
surface atomic composition | topographical information (SEM)

Backscattered Electrons (SE)
atomic number and phase differences

Characteristic X-ray (EDX)
thickness atomic composition
Continuum X-ray

Cathodoluminescence (CL) (Bremsstrahlung)

electronic states information

SAMPLE

Inelastic Scattering
composition and bond states (EELS) Elastic Scattering

Incoherent Elastic structural analysis and HR imaging (diffraction)

Scattering

Transmitted Electrons
morphological information (TEM)

Obr. 9 Interakce primarniho elektronového svazku se vzorkem prevzato z [17]
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4 PRAKTICKA PRIPRAVA VZORKU

Pro tuto praci bylo vyrobeno nékolik testovacich vzorkil, pomoci metody primého

naparovani uhliku, ktera je podrobné s fotografiemi popsana v [16]. Po napareni

a naneseni uhliku na sitky nasleduje nakapnuti pripraveného roztoku zkoumaného

materialu na vytvoreny uhlikovy film.

4.1 Pracovni postup

Seznam pouzitych pripravki a nastroji:

Nizky

Rukavice

Naparovacka

Ziletka

Pinzeta a obracend pinzeta

Uhlikova pdaska (nit), primér 3,5 mm

Slida

Filtra¢ni papir

Sitky — Au primér 3 mm, hexagonalni oka, baleni po 100 ks, viz Obr. 10
Zdroj svétla

Chemické nadobi - Filtra¢ni nalevka, tlacka, kadinky, zkumavka
Roztok nebo prasek zkoumaného materialu

Mikropipeta

Technicky perchlorethylen

Obr. 10 Baleni 100 siték ze zlata
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4.1.1 Priprava uhlikového filmu

1) Nejdtive se ze slidové desky odstipne kus slidy. V rukavicich mensi slidovou
desticku pomoci Ziletky rozdélime podélné na 2 tenci desticky. Tim dosahneme
100% cistoty v misté, kde jsme 2 vrstvy slidy od sebe oddélily, kam je naparen
uhlik. PoloZime nachystané slidové platky do stiedu napaiovacky cistou stranou
nahoru viz Obr. 11.

Obr. 11 Dvé tenké slidové vrstvy ve stiedu komory naparovacky

2) Vezmeme uhlikovou nit a ustfihneme z ni 1 svazek dlouhy cca 1,5 cm. Tento
svazek pripevnime mezi elektrody v hornim krytu naparovacky. Nasledné
prikryjeme (zavieme) komoru naparovacky (Obr. 12) a pripojime kni
turbomolekularni pumpu.
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Obr. 12 Napaiovacka se zavirenou komorou

3) Zapneme naparovacku a turbomolekularni pumpu a otevieme napoustéci
ventil, aby doslo k ¢erpani naparovacky. Jakmile ukazatel tlaku na naparovacce
zezelend je pristroj pripraven k pouZiti viz Obr. 13.

::‘1 T — /
gy

A e

Obr. 13 Ukazatel tlaku v komoie napairovacky

4) Provedeme Zihani uhlikové nité. Nejprve pridavame tlac¢itkem UP proud, az
dojde k viditelnému nazhaveni vlakna. Nasledné pomoci tlacitka DOWN
sjedeme zpatky na nulu a zmackneme tlac¢itko RESET. Otevieme clonu, ktera
doposud byla mezi slidou a uhlikovou niti. Poté podrzime tlac¢itko HIGH
CURRENT, kdy skrz nit mezi elektrodami prochazi vysoky proud a dojde
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5)

k vypateni uhliku. Tlac¢itko drzime, dokud svétlo vychazejici z nité neprestane
blikat, coZ trva priblizné jednu az pét vterin.

Uvolnény uhlik z nité se ndhodné rozprostie po komore napaiovacky a dopada
mimo sténu komory i na desticky slidy, na kterych vytvori uhlikovou vrstvu
priblizné 10-20 nm. Nasleduje vypnuti turbomolekularni pumpy a zavzdusnéni
komory naparovacky. Slidu pomoci pinzety vyjmeme a vloZime do cisté Petriho
misky a presuneme se do chemické laboratore.

4.1.2 Naneseni uhlikového filmu na sitky

1)

2)

3)

Vezmeme vétsi kddinku a vyplachneme ji demirelizovanou (DEMI) vodou.
Do Cisté kadinky nabereme demirelizovanou vodu, kterou vyplachneme
filtra¢ni nalevku a uzavieme tlacku.

Z kulatého filtracniho papiru si odstfihneme ctvrtku (kruhovou vysec)
a vloZime ji do filtra¢ni nalevky a zatiZime ji. Poté do nalevky pridame malou
kadinku slouzici k podepreni slidy. Celou filtra¢ni nalevku zalejeme DEMI
vodou.

Do ¢isté Petriho misky si odsypeme 20-30 siték. Poté je pinzetou po jedné tésné
vedle sebe vysklddame na filtracni papir. Skladame je do utvaru podobného
desticce slidy, na které je uhlikovy film viz Obr. 14.

Obr. 14 Sitky ze zlata vyskladané na filtracnim papiru v nalevce zalité DEMI vodou
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4)

5)

6)

7)

Slidu pomalu vnotrime do filtra¢ni nalevky pod uhlem cca 45°. Poté slidu
opatrné opieme mezi kraj nalevky a malou kadinku. JelikoZ je uhlik hydrofobni,
uhlikova fo6lie se oddéli od slidy a zlistane plavat na vodni hladiné. Pomoci
svételného zdroje posvitime na hladinu a mtizeme tak uhlikovy film pozorovat.
S pomoci pinzety uhlikovou f6lii presuneme nad sitky.

Nasledné otevieme tlacku filtra¢ni nalevky a hladina vody za¢ne pomalu klesat.
Soucasné korigujeme pozici uhlikového filmu, aby byl stale nad sitkami.

Po vypusténi vody zlstane uhlikovy film na sitkdch a soucasné na filtra¢nim
papiru. Nachystdme si Petriho misku vyloZenou filtra¢nim papirem a opatrné
presuneme filtra¢ni papir se sitkami do misky viz Obr. 15.

Poklidime pracovisté a nechame sitky 1-2 dny schnout.

Obr. 15 Sitky jiz pokryty uhlikovou foélii, piipravené k vyschnuti

4.1.3 Naneseni vzorku na uhlikovy film - sitku

1

2)

Pripravime si roztok zkoumaného materialu napt. uhlikové nanotrubky, které
jsou v podobé prasku. PraSek smichame ve zkumavce s alkoholem (Aceton,
Ethanol), ktery se dobre odparuje a nechame par (5-10) minut pusobit
v ultrazvukové mycce (vané). Diky ultrazvuku se roztok promicha. Jinou
moznosti je koupit od vyrobce misto prasku vzorek, jiz ve formé piipraveného
roztoku.

Tercik s uhlikovou félii vloZime do obracené pinzety, ktera slouzi jako svérak
viz Obr. 16.
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3) Pomoci mikropipety nasleduje nakapnuti roztoku na sitku (viz Obr. 17), kde
uhlikovy film slouZi jako podpéra v jednotlivych otvorech sitky. Tercik se pak
nechd 1-2 dny vyschnout a dojde k ¢astecnému odpateni alkoholu. Nékdy je
vhodné odsat prebytecny roztok filtracnim papirem, pak sitka schne kratsi
dobu. Pred prvnim vloZenim je vhodné nechat vzorek déle ve vakuové propusti,
kde poradné vyschne. Poté je vzorek pripraven pro mikroskopovani.

Obr. 16 Obracena pinzeta pro uchyceni sitky

Obr. 17 Nakapnuti roztoku na sitku
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5 ANALYZA DEGRADACE VZORKU

V této kapitole budou zhodnoceny vlastnosti mikroskopu LVEM25 a dvou typl
katod s rliznymi proudovymi hustotami - High current FEG a Standart FEG. Dale
je zde uvedeno, jak byly ziskany jednotlivé obrazy, jak bylo provedeno jejich méreni
a zpracovani pro naslednou analyzu. Veskeré snimky pochdazeji z LVEM25 a jsou
nasnimany kamerou ANDOR Zyla CMOS s 16bitovou hloubkou vreZimu TEM
avrezimu difrakce je natoceno video s 12bitovou hloubkou. Uvedené parametry
zvétSeni udavaji kolikrat je vzorek zvétSen elektronovou optickou soustavou.
VSechny snimky byly porizeny se svételnym objektivem, ktery scénu dale zvétsuje
4x na Cip kamery a se sumaci kamery 1.

Pii méreni bylo zapotiebi spustit vZdy elektronovy mikroskop LVEM25 piiblizné
hodinu pred samotnym snimanim obrazli, aby byl elektronovy svazek stabilni
aproud prochazejici stinitkem odpovidal, co nejpresnéji meéifené hodnoté.
V LVEM25 je mnoho ¢asti, na které je privedeno napéti, a to by mélo byt v idedlnim
pripadé konstantni. Tyto technické prvky mohou ovliviiovat vlastnosti
elektronového svazku napft. napéti privadéné na katodu a taktéZ elektronova optika
skladajici se z jednotlivych magnetostatickych a elektrostatickych ¢ocek, které jsou
neustale pod napétim. Urychlovaci napéti privadéné na katodu je ve vSech mérenich
vzdy 25 kV.

Celkova davka elektronii (total dose), ktera je v praci pocitana viz rovnice 5.1, je
zavisla na velikosti plochy S a elektrickém naboji Q, ktery je definovan jako mnozstvi
elektrického proudu (Ampéri) pienesenych za jednotku c¢asu (Sekund). Odpovida
tedy elektrickému proudu dopadajici na stinitko za urcity ¢as a v urcité kulové plose
(plocha stopy primarniho elektronového svazku). Jednotka celkové davky
je [C/cmZ]. [14][30]

_Q_ it
p="2= (5.1)

mw.r2

Kde D je celkovd davka elektronll, Q elektricky naboj, S plocha, i okamzity proud, t ¢as
ar je polomér stopy

5.1 Méreni vlastnosti LVEM25 a katod High current FEG
a Standart FEG

Celkova davka dopadajicich elektroni, respektive proud prochazejici odizolovanym
stinitkem, ktery je v této praci méren, je zavisly na nékolika parametrech. A to na
proudové hustoté z katody, ktera je dana nastavenim extrak¢niho napéti a u High

24



current FEG také napétim na supresoru (znaceno Usup) a na velikosti stopy, tedy
napéti na kondenzorové cocce (znaceno UcL), ktera stopu fokusuje. Z tohoto diivodu
bylo provedeno méreni zavislosti napéti supresoru na proudu prochazejicim
stinitkem u katody High current FEG. Kromé zminénych veli¢in byl méren i celkovy
emisni proud a proud svazkem (Ien).

JelikoZ zména napéti na supresoru miize zpusobit poSkozeni katody, u méreni
katody standart FEG nebylo toto napéti viibec ménéno a celé méreni probéhlo za
konstantniho Usup =1 000V, coZ je standartné pouZivand hodnota a zakaznik ji
nema moznost ménit.

Méreni vlastnosti obou katod bylo provadéno na sit’ce pokryté uhlikovym filmem
bez dalsich materialti, a to jak v otvorech (okach) bez uhlikového filmu, kde méreny
proud na stinitku odpovida skute¢nému proudu elektronti v primarnim svazku, tak
na okach s uhlikovym filmem, na kterém dochazi k rozptyleni elektrond.

5.1.1 Méreni katody High current FEG

Prvni méreni bylo provedeno pro nejnizsi proudové zatiZzeni vzorku, tedy pri
nejvyssim mozném napéti na kondenzorové ¢occe (UcL=13 kV), coZ ma za nasledek
nejvétsi primér stopy, kterého lze dosahnout. Z tohoto dGvodu bylo pouZzité
zvétSeni nejmensi (40) a muselo se vyuZzit nejmensi kondenzorové clony, ktera ma
primér 30 um, diky které byla stopa primarniho svazku omezena na priimeér 22 pm,
ktery byl zméren pri napéti supresoru 400 V. V Tab. 4 jsou namérené hodnoty. Pri
méreni se ménilo napéti na supresoru o 200 V, poté se mikroskop nechal hodinu
stabilizovat a odecetla se okamzita hodnota proudu na stinitku, poté se opét zvysilo
napéti na supresoru o 200 V. Po hodiné zastabilizovani byla hodnota proudu
konstantni.

Tab. 4 Oko bez uhliku, primér stopy = 22 pm, zvétSeni 40, UcL = 13 kV, nejmensi
kondenzorova clona

proud stinitkem [nA] Ce::g‘;‘; ‘;::]‘"' len [MA]
400 6,44 162,8 95,5
600 4,91 110 56,59
800 3,71 79,3 33,28
1000 2,87 58,5 19,21
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Stejné méreni bylo provedeno i s pritomnosti uhlikového filmu viz Tab. 5. Ze
vSech tabulek méteni katody High current FEG (Tab. 4 aZ Tab. 11) je patrné, Ze ¢im
mensi napéti na supresoru je, tim vétsi proud elektront dopada na stinitko a stejné
tak se zvysSuje celkovy emisni proud. Zaporné napéti na supresoru omezuje
elektrony vychazejici z katody pod velkymi thly a ¢im je mensi, tim vice elektronii
projde a stane se tak soucasti primarniho elektronového svazku. Dale je z tabulek
patrné, Ze na uhlikovém filmu doSlo krozptylu elektrond, a proto je proud
prochazejici stinitkem menSi neZ bez pritomnosti uhlikového filmu. Zavislost
celkového emisniho proudu na proudu stinitkem s uhlikovym filmem i bez néj je
zobrazena na Obr. 18, kde je poznamendna i hodnota napéti na supresoru.

Tab. 5 Oko s uhlikovym filmem, velikost stopy = 22 pm, zvétseni 40, UcL = 13 KV, nejmensi
kondenzorova clona

proud stinitkem [nA] ce;':z:‘; Tr:]‘"' len [MA]
400 6,36 161,3 96,1
600 4,81 109,3 56,34
800 3,65 79,3 33,53
1000 2,82 58,5 19,31

X Emisni proud,sC @ Emisni proud, bez C

170

x®

Usup =400V

150

130

110 Xe

90 Usup =600V

>
70 Usup = 800 V
e

Usup = 1000 V

Emisni proud [uA]

50

30
2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5

Proud stinitkem [nA]

Obr. 18 Zavislost celkového emisniho proudu na proudu stinitkem pri velikosti stopy 22 um,
zvétSeni 40, UcL = 13 kV a nejmensi kondenzorovou clonou, S uhlikovym filmem i bez
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Napéti na kondenzorové cocce rovnajici se 13 kV je velmi vysoka, a ne piilis
pouzivana hodnota, proto bylo provedeno dalSi méreni pri béZzné pouZivaném
napéti na kondenzoru a to ~7,5 kV. TaktéZ se vyuzilo vétSi kondenzorové clony,
ktera ma priameér 50 pm. Z téchto divodi bylo dosazeno stejného priiméru stopy
22 um, jako v predchozim méreni. ZvétSeni bylo pouZito stejné a to 40. Jak jiZ bylo
zminéno pri niz§im zaporném napéti na kondenzoru je vice elektronti soustiedéno
do stopy primarniho svazku. I prestoze je velikost stopy stejn4, je proud prochazejici
stinitkem vétsi, tedy i proudova zatéz vzorku je vyssi viz Tab. 6 a Tab. 7.

Tab. 6 Oko bez uhliku, primér stopy = 22 pm, zvétSeni 40, UcL = 7,45 kV,
kondenzorova clona 50 pm

proud stinitkem [nA] cerl)l:g\l/‘\é T'T;m len [HA]
400 41,3 165 95,85
600 29,1 111,5 58,37
800 21,3 79,8 34,07
1000 16 58,7 20,1

Tab. 7 Oko s uhlikovym filmem, velikost stopy = 22 um, zvétSeni 40, UcL = 7,45 KV,
kondenzorova clona 50 pm

proud stinitkem [nA] ceFl)I:z\lI‘\; T:Ill\?m len [HA]
400 38,9 161,3 95,65
600 28,1 110 58,22
800 20,8 79,5 34,52
1000 15,8 58,7 20

Zatimco v predchozim méreni je rozdil proudd, prochazejici stinitkem, s uhlikovym
filmem a bez néj pouze v fadu maximalné desetin nA (0,05-0,1 nA), u niz§iho napéti
na kondenzoru je rozdil o dost vétsi (od 0,2 do 2,4 nA). U napéti na supresoru
rovnajici se 400 V je rozdil nejvétsi a to 2,4 nA viz rozdil mezi Tab. 6 a Tab. 7, ktery
je vyobrazen v grafu na Obr. 19. Z toho vyplyva, Ze dochazi k vétSimu rozptylu
elektronii na uhlikovém filmu.
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Obr. 19 Zavislost celkového emisniho proudu na proudu stinitkem pri velikosti stopy 22 pm,
zvétseni 40, UcL = 7,5 KV, s kondenzorovou clonou 50 pm

V nasledujicim méreni byl svazek primarnich elektronii fokusovan velmi malym
napétim na kondenzoru, které bylo v pritbéhu ménéni Usup upravovano tak, aby se
neménil pramér stopy svazku a zistal po celou dobu méreni stejny a to 18,85 pm.
Jak je uvedeno v Tab. 8 napéti na kondenzoru (UcL) se muselo ménit i v radech
stovek Voltl. Pouzité zvétSeni bylo 120.

Opét byla pouzita vétsi kondenzorova clona, kterd ma priimér 50 pm. Pfi nizkém
napéti na kondenzorové cocce je paprsek hodné fokusovan a proud stinitkem se jiz
pohybuje viadu stovek nA, coZ je priblizné 10x vice, neZ v predchozim méreni
s UcL=7,45.

Tab. 8 Oko bez uhliku, konstantni praumér stopy = 18,85 pm, zvétseni 120, kondenzorova
clona 50 pm

o celkovy emisni
proud stinitkem [nA] prou‘{i [WA] len [MA]
400 362 161,1 96,69 1,711
600 279 108,5 57,58 1,532
800 218 78,8 34,47 1,364
1000 185 58 20 1,217
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Pii zméné napéti na kondenzoru nedochazelo k rozdilu proudii stinitkem mezi oky
s uhlikovym filmem a bez nich. Hodnoty jsou témér stejné viz Tab. 8 a Tab. 9 a viz
graf Obr. 20. Je to zplisobeno tim, Ze primeér stopy svazku je maly a elektrony jsou
tak blizko optické osy. Rozptylovaci uhly proto nejsou moc velké, a tak jsou
elektrony elektronovou optickou soustavou vztazeny zpét do svazku a proud
stinitkem ziistava stejny. Také mozna hraje roli vliv, Ze zde byla stopa korigovana
kondenzorem na stejny primeér.

Tab. 9 Oko s uhlikovym filmem, konstantni priumér stopy = 18,85 pm, zvétSeni 120,
kondenzorova clona 50 pm

proud stinitkem [nA] °e.f,'ﬁﬁﬁ§ ‘[‘E'G"' len [MA]
400 363 162 96 1,77
600 280 109,5 58,22 1,511
800 217 79 34,37 1,35
1000 186 57,7 19,51 1,216
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Obr. 20 Zavislost celkového emisniho proudu na proudu stinitkem pri velikosti stopy
18,85 um, zvétseni 120, Uc. ménéno a s kondenzorovou clonou 50 pm

Pii pouziti objektivové clony, ktera omezi prinik rozptylenych elektroni na
uhlikovém filmu se namérené hodnoty proudt stinitkem zméni viz Tab. 10. Rozdil
naméfenych proudii pouze skondenzorovou clonou a obéma clonami
(kondenzorova i objektivova 50 pm) je zaznamenan v poslednim sloupci v Tab. 11.
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Tab. 10 Oko s uhlikovym filmem, prameér stopy = 18,85 pm, zvétSeni 120, obé clony 50 pm

o celkovy emisni
proud stinitkem [nA] oroud [uA] len [MA]
400 345 159,8 91,75 1,848
600 266 109,8 56,89 1,58
800 206 79,3 33,68 1,403
1000 176 58,7 19,55 1,196

Tab. 11 Oko s uhlikovym filmem, prameér stopy = 18,85 pm, zvétSeni 120, rozdil méreni
pouze s kondenzorovou a s obéma clonami

jen kondenzorova clona obé clony

proud stinitkem [nA]

proud stinitkem [nA]

rozdil proudu [nA]

400 363 345 18
600 280 266 14
800 217 206 11
1000 186 176 10

5.1.2 Méreni katody Standart FEG

U katody Standart FEG byl proud prochazejici odizolovanym stinitkem méren stejné,
ale proud svazkem byl ménén pouze velikosti (priiméru) stopy pomoci napéti na
kondenzoru nebo pomoci kondenzorové clony. ProtoZe se neménilo Usur nebylo
potifeba cekat hodinu na ustaleni svazku a okamzity proud stinitkem byl
zaznamendan po 5 aZ 10 minutach, kdy byla jeho hodnota konstantni. Zaroven nema
vyznam mérit ani proud svazkem (Ien), protoZe je také konstantni. Pfi tomto méreni
bohuzel doslo ke vzniku svodového proudu na pikoampérmetru, ktery méfi proud
prochazejicich elektroni odizolovanym stinitkem a jeho velikost byla kolem
0,25-0,3 nA, proto je odchylka métenych hodnot cca +0,3 nA. V Tab. 12 je provedené
méreni na oku bez pritomnosti uhliku a s kondenzorovou clonou 50 pm. Pti napéti
na kondenzoru 7,45 kV zacne byt stopa prilis velka a je zapotrebi ji omezit mensi
kondenzorovou clonou 30 pm. I z tohoto divodu je proud stinitkem mensi, protoze
na néj nedopadaji vSechny elektrony primarniho svazku. Namérené hodnoty
s vy$$im napétim na kondenzoru a s mensi kondenzorovou clonou jsou v Tab. 13.
Pti béZném mikroskopovani se pouzivaji hodnoty UcL ~7,5 kV a vy$si a na vzorek tak
dopada hodné rozbihavy svazek a také diky pouziti kondenzorové clony neni vzorek
tolik namahan vys$im mnozstvim elektronii.
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Tab. 12 Oko bez uhliku - zavislost proudu stinitkem na velikosti UcL, respektive na velikosti
stopy, kondenzorova clona 50 um

proud stinitkem [nA] ceLI:g:\é (:[:IT»‘I\TI @ stopy [um]
2,59 133 0,3 110,8 4,5
3 134 +0,3 110,8 7,4
4,4 139 £0,3 110,8 18,85
4,75 139 +0,3 110,3 22
6,06 145 +0,3 110,3 35
7,45 75,7 £0,3 110,8 36,5

Tab. 13 Oko bez uhliku - zavislost proudu stinitkem na velikosti Uci, respektive na velikosti
stopy, kondenzorova clona 30 pm

o celkovy emisni
proud stinitkem [nA] proud [pA] @ stopy [um]

7,45 31,1 +0,3 111 23
9 15,8 +0,3 111 23
13 3,96 +0,3 110,5 22,5

Stejné méreni bylo opét provedeno i na oku s uhlikovym filmem. Zde se naméiené
proudy lehce zvysily oproti predchozimu méfeni. Mozna dochazelo k rozptylu
elektroni ve vzorku obsaZenych, které ziskaly z primarniho svazku energii, a pak se
touto energii ucastnili vzniku proudu na stinitku. Ale spiSe je to zplisobeno zvySenim
celkového emisniho proudu. Mikroskop se v pribéhu méreni ohiival a stejné tak
i vzorek, a i dalsi technické prvky mohli trochu ménit své parametry. Chyba mohla
nastat taky v dlouhodobéjsim uZivani pikoampérmetru, jehoZ svodovy proud se
mohl zvysit.

V Tab. 14 je jako 1. proud stinitkem oznacen naméteny proud stinitkem, kdy
primarni svazek prochazel kondenzorovou clonou 50 um. Jako 2. proud stinitkem
je zde oznacen proud naméreny pii pouziti i objektivové clony 50 pm, ktera zachyti
rozptylené elektrony a ty se poté nepodili na vysledném proudu na stinitku.
V tabulce je i rozdil téchto proudd, ktery je v rozsahu 3-7 nA. Stejné znaceni proudt
mai Tab. 15, akorat pro vyssi napéti na kondenzorové ¢occe bylo nutné pouZzit mensi
clonu s primérem 30 pm. Hodnoty proudi pii vysokém napéti na kondenzoru
amalé cloné se pohybuji pod 32 nA a i rozdily vzniklé rozptylenim elektronti jsou
kvili divergentnimu svazku mensi. VSechny nasledujici méreni degradace vzorku
pod primarnim elektronovym svazkem v rezimu TEM i difrakci byly provedeny
s katodou Standart FEG pr1i urychlovacim napéti 25 kV.
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Tab. 14 Oko s uhlikovym filmem - zavislost proudu stinitkem na velikosti Uc., respektive na

velikosti stopy, 1. proud = kondenzorova clona 50 pm, 2. proud obé clony 50 um

Ua 1. proud 2. proud rozdil ceerlrl:iz::ly @ stopy
stinitkem [nA] " stinitkem [nA] " BT R LT S [ [um]
2,59 135 +0,3 132 +0,3 3 112 4,5
3 135 £0,3 130 £0,3 5 112 7,4
4,4 140 +0,3 133 0,3 7 112 18,85
4,75 141 £0,3 134 £0,3 7 111,2 22
6,06 145 +0,3 138 +0,3 7 111,5 35,5
7,45 76,5 0,3 72,8 £0,3 3,7 111,7 36,75

Tab. 15 Oko s uhlikovym filmem - zavislost proudu stinitkem na velikosti Uci, respektive na

velikosti stopy, 1. proud = kondenzorova clona 30 pm, 2. proud obé clony 30 pum

Ua 1. proud 2. proud rozdil proudt ce:rl‘(.o::"/ @ stopy
[kV] stinitkem [nA] stinitkem [nA] [nA] prguclls[u a
31,1£0,3 29,3 40,3 1,8 1117 | 23
9 16 £0,3 14,9 £0,3 1,1 111,7 23
13 3,98 £0,3 3,73 £0,3 0,25 111,7 22,5

5.2 Méreni v rezimu TEM

Méteni v rezimu TEM bylo vZdy provadéno s katodou Standart FEG a nasledujicim
zplsobem: Primarni elektronovy svazek byl fokusovan pomoci kondenzorové cocky
do velmi malé stopy. Rozhodujici je v tomto pripadé primér stopy a také proudova
zatéz, tedy kolik elektronli dopada na vzorek a doba expozice. VSechna méteni byla
provadéna pri pouZiti kondenzorové clony o velikosti 50 pm. Clonou kondenzoru
prochdazi na vzorek pouze spravné fokusovana ¢ast primarniho svazku. Po nékolika
minutach (napt. 10, 20 ¢i 60), kdy byla exponovana pouze mala stopa, byl zapsan
proud prochazejici odizolovanym stinitkem a poté byla stopa rozsifena zvySenim
kondenzoru. Také bylo zménéno zvétSeni, aby se celd oblast (stopa) vlezla do
zorného pole. Na tomto zvétSeni byl zhotoven snimek, ktery se pouZil k nasledné
analyze. [5]
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5.2.1 Méreni a analyza degradace syntetické pryskyrice

V tomto méreni byl zkouman vzorek polymerni syntetické pryskyiice EPON 812,
ktera se Casto pouZiva, jako zalévaci médium. Na Obr. 21 je snimek syntetické
pryskyftice, ktery je jiz predzpracovanim preveden na Sedoténovy. Priimér stopy na
tomto snimku je 16,75 um. Tento snimek byl nasledné analyzovan ke zjisténi zmény
primérné hodnoty jasu v pribéhu méreni. Prvnim krokem byla detekce kruhové
stopy, ktera je v jasovém profilu vyznacena modrymi ¢arami viz Obr. 25 a odpovida
obrazu stopy. VSe ostatni je clona, ktera je v obraze ¢erna (zadné elektrony skrz ni
neprojdou). [13]

Obr. 21 Snimek pryskyrice v case t = 40 min, expozice kamery = 5 ms, zvétSeni 120,
Uca =3 kV

Na snimku je vsak diilezitd mala kruhova stopa, ktera je ,vypalena“ uprostied. Ta je
ovSem jen s nepatrnym rozdilem jasu oproti okoli. CoZ lze vidét i v jasovém profilu
(na Obr. 25), maly schod se zde nachdazi, avSak na hranovou detekci to nestaci.
Z téchto divodl nelze vyuzit automatickou kruhovou detekci pomoci Houghovy
transformace (HT), kterou sice lze nalézt otvor clony, ale ne mens$i exponovanou
stopu. V praci byla snaha i o vyuziti Fast Radial Symmetry Transform (dale jen FRST)
viz [21], avSak ani tato metoda neni schopna detekovat mensi stopu ve vSech
pripadech. Na Obr. 22 je provedena FRST na vzorku rasinkového epitelu a je zde
vidét, Ze v menSich casech, kdy méla vypalena stopa oproti okoli nizky kontrast
metoda selhava. V ¢ase 220 minut, kdy je ve stredu vzorek degradovan uplné, uz
kruh po provedeni FRST vidét 1ze. A v testovacim snimku pryskyftice (Obr. 23), ktery
v praci nakonec nebyl viibec pouzit si FRST vedla velmi dobfte, zde je mensi vypalena
stopa velmi zretelna. Ve vSech uvedenych pripadech byl vstupem metody FRST
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obraz a parametry: primér prohledavaného kruhového okoli 1 a 5 px a druhy
vstupni parametr 1 urcuje, jak moc symetricky objekt v obraze predpokladame (1 je
pro kruhovy objekt). Jelikoz HT i FRST metody selhavaly byl v praci kladen diiraz na
peclivé provedené méreni. V méfeni Ize stopu centrovat pomoci oktupéld a tim
padem lze stfed obrazu zcentrovat blizko stifedu mensi (i vétsi) stopy, tak aby stopa
byla uprostired obrazu. [18][19][20][21]

Obr. 22 Snimek rasinkového epitelu ve 120 minuté (vlevo nahoie) a 220 minuté (vlevo dole)
a provedena FRST téchto snimkii (vpravo)

Obr. 23 Snimek syntetické pryskyrice ve 30 minuté (vlevo) a provedena FRST tohoto
snimku (vpravo)

Zpracovani nasnimanych obrazi zacalo vytvoirenim binarni masky, ktera kopiruje
okraj clony neboli proslou elektronovou stopu viz Obr. 24. Diky vytvoreni binarni
masky a vynasobeni s plivodnim obrazem se odstranily okrajové pixely (s jasem
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mensim nez ~0.45), které mély odstin tmaveé Sedé a odpovidaji elektrontim, které se
objektivovou a projekéni soustavou vychylily od kolmice optické osy, az za hranu
clony. Po vyndasobeni pavodniho snimku sbindrni maskou byla provedena
2D konvoluce snimku a priamérujici masky (3x3), ktera je typu dolni propust
a redukuje Gaussovsky Sum. [18][19][20]

Obr. 24 Binarni maska stopy (clony)

Vytvorenou binarni masku lze pouZit k detekci hran, a tedy i k ndsledné automatické
detekci kruhu pomoci Houghovy transformace, ovSem opét pouze k ziskani celé
(vétsi) stopy. Misto toho byla vyuZita pouze k ptibliZnému urcéeni priimeéru celé
stopy, a to diky poctu jednicek v radku i sloupci a zpriimérovanim téchto dvou
hodnot. Také je moZné tyto binarni masky, které se vytvari pro vSechny cCasové
posunuté snimky, pouzit pro licovani obrazi a zjistit jak se cela stopa (a jeji stied)
v pribéhti méreni pohybuje. Aby to platilo i o mensi (vypalené) stopé musi byt
presné ve stiedu vétsi stopy. Licovani obrazli nakonec vyuzito nebylo. [18][19]

Pri ziskani snimkd, které byly nasnimany z homogenniho vzorku pryskytice, doslo
ke svételnym vadam objektivu jako je vinétace, coZ ma za nasledek nehomogenitu
jasu v obrazu, ktera je viditelna na jasovém profilu viz Obr. 25. Z divodu zKkresleni
vysledkli bylo nutné vytvorit korek¢ni masku, kterd odpovidda nehomogennimu
dopadu elektronti a tuto masku od ptivodniho obrazu odecist k tomu slouzi funkce
inhomogenity, kde vstupem je obraz a binarni maska. Pro korekci jasu byla zvolena
polynomicka funkce 4. radu, ktera je cervené vyobrazena na Obr. 26 a kopiruje
pribéh plivodnich, ale upravenych, jasovych hodnot, které se nachdazeji mezi
modrymi ¢arami na Obr. 25. Tato funkce byla vypocitana ve svislé i vodorovné ose,
prochazejici sttedem snimku viz Cerveny kiiZ na Obr. 27, a zprimeérovanim
jednotlivych prvki obou funkci byla vytvoiena ¢tvercova matice viz Obr. 28.
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jasova hodnota

Obr. 25 Jasovy profil prochazejici stredem nasnimaného obrazu

Obr. 26 Upraveny jasovy profil s priimérem kolem 0 a ¢ervené korekéni polynom

Obr. 27 Pro korekci byl zvolen jasovy profil skrz stiredovy pixel (540, 640) ve svislém i
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Obr. 28 matice zpriimérovanych hodnot ze svislého a vodorovného korekéniho polynomu
(jasové hodnoty jsou normalizovany)

Matice byla nasledné ofezana binarni maskou z prvniho kroku zpracovani a tim
vznikl Obr. 29 a takto upravené nehomogenni pozadi bylo odecteno od ptivodniho
obrazu. Toto pozadi ma rozsah hodnot priblizné + 0.07, na obrazku je vSak
normalizovano, aby byl viditelny kontrast. Po odecteni byl ziskan vystupni obraz
funkce inhomogenity, kromé néj je vystupem i priiomérna velikost celé stopy. Jasovy
profil vystupniho (nové vzniklého) obrazu je ¢erné na Obr. 30.

Obr. 29 Korekc¢ni matice vynasobena s binarni maskou (jasové hodnoty jsou normalizovany)
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Obr. 30 Nové vznikly jasovy profil (cerné) a ptivodni nehomogenni jasovy profil (Cervené)

Obr. 31 Piivodni snimek pryskyrice v ¢ase t = 90 min, zvétSeni 120, zelené je vyriznuty stired
a Cervené mezikruzi okoli

Nasledné byla vytvorena funkce cutting (inspirovana z [27]), jejiZ vstupem je
vystupni obraz s upravenou homogenitou z predchozi funkce a dale souradnice
stfedu (viz zelenad hvézdicka * v Obr. 31) a prlimér mensi stopy a mensi z kruznice
v mezikruzi. Jako soutadnice stfedu byl vZidy zvolen stredovy pixel obrazu
samotného. Pomoci této funkce se ze snimku vyftizla (vynasobenim s kruhovou
maskou) mensSi stopa viz zeleny kruh v Obr. 31. Tato stopa odpovida povrchu
vzorku, ktery byl primarnim svazkem elektronti ozarovan po celou dobu méreni.
Stopa byla vyfiznuta se znacnou rezervou, aby okrajové pixely neovliviiovaly
vysledek, jelikoZ okrajova cast vnitiniho kruhu nemusela byt exponovana po celou
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dobu, protoZe se primarni elektronovy svazek mohl kvili nestabilité lehce
pohybovat. Vytiznuta stopa se nachazi na Obr. 32. Ze vSech snimki stop v ¢ase byla
vypoctena primeérna jasova hodnota pixell a zaznamenana do vektoru.

TaktéZz bylo vyriznuto okoli malé stopy (mezikruzi), které bylo exponovano
minimalné - pouze pri porizovani snimki. MezikruZi se vytiznulo také s rezervou,
aby nebylo ovlivnéno okrajovymi pixely ani z jedné strany viz cervené mezikruzi
v Obr. 31. Pro vytvoreni mezikruzi se pouZila 2D konvoluce s dvéma kruhovymi
maskami, kdy se od vétsi (primeér 400 px) odecetla mensi (primér 270 px) a vznikl
tak Obr. 33. I ztohoto mezikruzi byla vypoCtena primeérna jasova hodnota
a zaznamenana do vektoru.

Obr. 32 Vyiiznuty stied v ¢ase t = 90 min

Obr. 33 Mezikruzi okoli v ¢case t = 90 min
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5.2.2 Vysledky analyzy degradace syntetické pryskyrice

Mensi exponovana stopa méla priimeér 4,5 pm, pouzité UcL bylo 2,59 kV. SnimKy byly
porizeny s parametry: zvétSeni 180 se zornym polem - Field of View (dale jen FoV)
20,1 um, expozice kamery 0,5 ms. Po zméné zvétSeni a vytvoreni snimki, které byly
zpracovavany, byly parametry nasledujici: zvétSeni 120 s FoV 30,1 um, UcL = 3,5 kV
a expozice kamery 5 ms. Na Obr. 34 jsou zhotovené snimky obou stop po
20 minutach od zacatku mérenti.

_— 10 um  110um

Obr. 34 MensSi exponovana stopa s primeérem 4,5 um, zvétseni 180 a FoV 20,1 pm (vlevo)
a stopa po zméné zvétSeni na 120 a FoV 30,1 pm (vpravo) obé stopy jsou v ¢ase 20 minut od
zacatku méreni

Vysledné priimérné jasové hodnoty stiedu (mensi stopy) a okoli byly vyneseny do
grafu, kde na ose x je ¢as v minutach. V tomto méreni byla synteticka pryskytice pod
vlivem elektronového svazku po dobu 90 minut. Cervené je vyobrazena kfivka
(trend) zmény priimérné hodnoty jasu mensi exponované stopy (stiedu) a zelené je
pak kifivka zmény priméru jasu okoli. Je zde patrné, Ze v case dochazelo
k linedrnimu zvySovani téchto primeérnych jasovych hodnot, avsak zvedaly se
hodnoty obou stop viz Obr. 35. SpiSe se dalo oCekavat, Ze se bude zvySovat jas pouze
v mensi stopé, jelikoZ dochazi k ubytku pryskytice. Oproti tomu jas okoli by mél
zlstat konstantni nebo se zvySovat jen nepatrné. Kromé zmény jasu doslo i ke
zméné primeéru stopy a to z720 px na 639 px viz Obr. 36, coz je zplsobeno
nestabilitou stopy, a i z tohoto dlivodu se mohl jas v obrazech zvySovat.
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Obr. 36 Prumér velké stopy zména v ¢ase u syntetické pryskyrice

Po celou dobu méreni byl zaznamenavan proud odizolovanym stinitkem. Kromé
zvySeni jasu v pribéhu méreni se dmérné zvysoval i proud prochazejici stinitkem
viz Tab. 16 a graf na Obr. 37. OvSem mohlo to byt zptsobeno jiZ zminénou zménou
priméru stopy. Pri tomto méreni bylo zvoleno Usup = 600 V, coZ neni béZzné
pouZzivana hodnota a proudy na stinitku jsou diky tomu vyssi. Napéti na supresoru
bylo sniZeno, jelikoZ pti napéti 1000 V nedochazelo ani po 60 minutach k Zadné
viditelné zméné jasu v malé exponované stopé ve stredu snimku, tedy nebyla
pozorovatelna zadna degradace pryskyrice. Druhou moZnosti bylo vice zmenSit
primér stopy pomoci Uci, takové méreni bylo provedeno u vzorku rasinkového
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epitelu niZe. Zvysoval se i emisni proud, jak dochazelo ke stabilizovani katody
a celého mikroskopu, coZ mohlo mit na zvySovani proudu stinitkem vliv.

Tab. 16 Proud prochazejici stinitkem v zavislosti na case u syntetické pryskyrice

< lylli] M proud stinitkem [nA] cellal:z‘l"\é T:FAI?N celkova davka [C/cm?]

0 154 122,4 0
10 156 122,6 588,5
20 158 122,9 1184,6
30 161 123,1 1792,0
40 163 123,4 2406,9
50 166 123,6 3033,1
60 169 123,6 3670,7
70 171 123,9 4315,8
80 173 124,1 4968,5
90 175 1244 5628,7
180

175

Proud stinitkem [nA]
= =
[e)) ~
(U] o

=
D
o

155

150
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Cas [min]

Obr. 37 Casovy vyvoj proudu prochazejici stinitkem u vzorku syntetické pryskyrice

V Tab. 16 je uvedena i vypoctena celkova davka elektront, kterou byl vzorek ozaren.
Davka je vypocltena dle rovnice 5.1 respektive 5.2 a odpovida konecné davce
elektronti v mensi exponované stopé v daném case. Priibéh je linearni a nachazi se
na Obr. 38. JelikoZ se v priibéhu méreni ménil elektricky naboj (ménil se okamZzity
proud) je celkova davka D(n+1) vypocitdna vzdy jako pririistek z predchoziho
intervalu. Casovy interval n odpovida At minutam (vZdy zaleZi na daném méfeni).
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Uvedeme si priklad: Vypoctena celkova davka v ¢ase 40 minut je vypoctena za
interval 10 (At) minut (600 sekund), kdy byl proud 163 nA a kni pfipoctena
predchozi davka do 30. minuty. Kdyby se celkova davka pocitala od ¢asu 0 nevysla
by skute¢na davka, kterou byl vzorek ozaren, protoze v ¢ase 0 nebyl proud na
stinitku roven 163 nA, ale pouze 156 nA. Elektricky proud, a tedy i ndboj se postupné

vyvijel (zvySoval).

i(n).At.60
r?

D(m) =DM —1) + (5.2)

Kde D(n) je pocitana celkova davka, D(n-1) je dosavadni (pfedchozi) davka, i(n) je proud
stinitkem v aktudlnim ¢asovém intervalu o dobé trvani At a r je polomér stopy
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Obr. 38 Konecna celkova davka elektronii v ¢ase u syntetické pryskyrice

5.2.3 Méreni a analyza degradace uhlikového filmu

V pribéhu méreni vlastnosti katody Standart FEG (viz 5.1.2) doSlo pii méreni
proudu skrz uhlikovy film kjeho degradaci. Pri tomto méreni byly méreny
parametry katody, a nikoliv délany snimky pro naslednou analyzu. AvSak jeden
snimek na zac¢atku méreni proveden byl a jakmile se zacala cca po 45 minutach
méreni objevovat degradace (doSlo kvyznamnym ioniza¢nim ucinklim) bylo
provedeno nékolik snimkd, které degradaci zachycuji. Snimky nejsou provedeny
s jednotnymi parametry, maji rizné Uc, odliSnou expozici i rliznou velikost stopy
a FoV. Proud stinitkem méren nebyl a pohyboval se v celém rozsahu viz Tab. 14
a Tab. 15, tim padem i zatiZeni vzorku bylo riizné. Napéti na supresoru bylo po celou
dobu 1000 V.
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Na Obr. 39 je zobrazen uhlikovy film na zacatku méreni vlastnosti katody Standart
FEG (vlevo) a vedle néj se nachazi snimek, kdy zacalo dochazet k viditelnému
poskozeni uhlikového filmu. Vypalena dira méla po 65 minutach rozmér 4,7 um a je
zobrazena na Obr. 40 vpravo. Uhlikovy film se protrhal a kolem 60 minuty se zvlnil
viz Obr. 41.

e— 120 um —14um

Obr. 39 Uhlikovy film na za¢atku méreni (vlevo) a zacinajici degradace uhlikového filmu po
45 minutach (vpravo)

e 14pm | I

Obr. 40 Vznikajici otvor v uhlikovém filmu po 55 minutich (vlevo) a uiplna degradace
uhlikového filmu po 65 minutach (vpravo)
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Obr. 41 Vznikajici otvor v uhlikovém filmu po 60 minutach

Na zakladé pozorovani degradace uhlikového filmu bylo zhotoveno méreni, pri
kterém se jiz méril proud prochazejici stinitkem. Bylo zvoleno UcL = 2,35 kV, takze
stopa dosahovala priméru 3 pm a na uhlikovy film dopadal proud elektronti 128 nA,
ktery se v priibéhu méreni a propaleni uhlikového filmu zvysil na 132 nA. Jelikoz
byla stopa mensi doslo k propaleni filmu jiZ po 15 minutach. MoZna zde byl uhlikovy
film ten¢i nez na predchozim oku sitky, ale spiSe za to mizZe vétSi mnozstvi
elektront fokusovanych do mensi stopy. Po 20 minutach jiz byl uhlikovy film
»Srolovan“ uplné viz Obr. 43.

Obr. 42 Snimek pied zacatkem méieni (vlevo) a snimek po 15 minutach (vpravoe) Uc. = 4 kV,
zvétSeni 120, FoV 19,5 um a expozice kamery 15 ms
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Obr. 43 Snimek propaleného uhlikového filmu po 20 minutach, UcL = 4 KV, zvétSeni 120,

FoV 19,5 um a expozice kamery 15 ms

5.2.4 Vysledky méreni degradace uhlikového filmu

JelikoZ k degradaci doSlo nejprve pti méreni vlastnosti katody Standart FEG a poté

jiZz po 15 minutach nelze provést stejnou analyzu, jako u vzorku syntetické

pryskytice, zdlvodu nedostatku nameérenych snimkd. Zaznamenany proud
stinitkem v intervalech po 5 minutach se nachazi v Tab. 17 a tyto hodnoty jsou také

vyneseny do grafu viz Obr. 44. BohuZel i pfi tomto méfeni byl na odizolovaném

stinitku svodovy proud o velikost +0,3 nA. Jak dochazelo k prozareni filmu, tak se

proud prochazejici stinitkem linearné zvySoval a stejné tak se linearné zvySovala

(viz Obr. 45) i vypoctena celkova davka elektronti pomoci rovnice 5.1 respektive 5.2.

Kviili svodu na stinitku je celkova davka taky ovlivnéna a odchylky jsou uvedeny

v tabulce a oproti vypoctenym hodnotdm je rozdil cca £0,23 %.

Tab. 17 Proud prochazejici stinitkem v zavislosti na ¢ase u uhlikového filmu

¢as [min] celkova davka [C/cm?]
0 128 +0,3 111 0
5 129 +0,3 111 547,5 £1,27
10 130 0,3 111 1099,2 +2,5
15 131 0,3 111 1655,2 3,8
20 132 +0,3 111 2215,4 +5,1
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Obr. 44 Casovy vyvoj proudu prochazejici stinitkem u uhlikového filmu
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Obr. 45 Konec¢na celkova davka elektroni v ¢ase u uhlikového filmu

5.2.5 Méreni degradace vzorku Cilium - rasinkovy epitel

V praci byl testovan organicky vzorek Cilium - rasinkovy epitel, a to celkové ve dvou
mérenich. Tento vzorek byl zalit v syntetické pryskyrici Epon 812 a nafezan na
velmi tenké platky pomoci ultramikrotomu. ProtoZe se jedna o organicky vzorek,
ktery je nehomogenni nebylo mozné pouZit totoZznou analyzu obrazi jako pro
analyzu syntetické pryskyrice.
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V prvnim méreni méla mensi exponovana stopa primeér 4,5 um, pouzité UcL bylo
2,59 KkV. Snimky byly porizeny s parametry: zvétSeni 120, UcL = 3,4 KV a expozice
kamery 10 ms. ProtoZe tento biologicky preparat degradoval pomalu byly snimku
pofizovany jednou za hodinu az do konec¢nych 3 hodin pod vlivem primarniho
elektronového svazku. Na Obr. 46 se nachazi vSechny 4 porizené snimKky. Z obrazku
je patrné, Ze dochazelo ke zvySovani jasu. JehoZ prlimérna hodnota se linedrné
zvedala a v zavislosti na ¢ase se nachazi v Obr. 47. Primérna jasova hodnota je
v tomto pripadé vypocitana z celé stopy kviili nehomogenité vzorku a taky z dtivodu
nepritomnosti vypalené mensi stopy na stfedu. Diky tomu mohlo dojit k chybé,
protoZze ne na vSech snimcich se nachazi uplné stejna ¢ast vzorku, avsak
primérovani tuto chybu redukuje. Snimky byly predtim predzpracovany
vynasobenim s binarni maskou a naslednou filtraci dolni propusti. Kromé zmény
jasu doslo kvili nestabilité svazku ke zmenSeni priiméru stopy, lze si toho
povSimnoutiv Obr. 46, a velikost stopy v zavislosti na ¢ase je vynesena v Obr. 48. Za
3 hodiny doslo ke zmenseni priiméru stopy o cca 43 px, coz muze byt diivod i zvyseni
celkového jasu v priibéhu méreni. U tohoto méreni nebyl pripojen pikoampérmetr
a tudiZ nejsou zaznamenany zZadné hodnoty proudu na odizolovaném stinitku.

Obr. 46 Prvni méieni - Porizené snimky rasinkového epitelu v ¢asech t = 0 (vlevo nahoie),
t = 60 min (vpravo nahoie), t = 120 minut (vlevo dole) a t = 180 minut (vpravo dole),
vSechny snimKky jsou nasnimany s Uc = 3,4 kV, zvétSeni 120, FoV 30,1 pm a expozici 10 ms
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Obr. 47 Prvni méieni - Zména pramérné jasové hodnoty celého obrazu v ¢ase
u irasinkového epitelu
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Obr. 48 Prvni méieni - Primeér velké stopy zména v ¢ase u rasinkového epitelu

V druhém meéreni fasinkového epitelu probihalo zaznamenavani snimku castéji,
kazdych 20 minut a jiZ byl méfen i proud stinitkem. Zaroven bylo zvoleno nizké
UcL = 1,68 kV (mensi stopy), kdy byla stopa fokusovana do blizkosti kriZiste, a tak
méla primér jen 1 pum a vzorek dostaval v tomto misté vysokou celkovou davku
elektronii. Proto bylo pouZita stejna analyza, jako pro syntetickou pryskyftici, ale
nebyla odecitdna nehomogenita pozadi. Nékolik potizenych snimki, od dvacaté
minuty dale v intervalu po 1 hoding, jsou zobrazeny na Obr. 50. Zde lze spatfit, Ze
u posledniho snimku, je do vzorku vypalena dira, jejiz velikost je priblizné 1 pm.
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Taky si 1ze povSimnout, Ze primarni svazek byl opét nestabilni a prvni zde viditelny
snimek ma vétsi pramér. U vSech ptivodnich snimkt (viz Obr. 50) je v okoli stop
patrny odstin Sedji, ktery byl, stejné jako v prvnim méreni, odstranén pri vynasobeni
binarni maskou a taktéz probéhla filtrace Gaussovského Sumu, diky 2D konvoluci
obrazu a primeérujici masky viz Obr. 49, kde se nachazi vyfiltrovany obraz ze
zaCatku méreni, pri jehoZ snimani byla navic pritomna i objektivova clona 50 um,
a proto ma lepsi kontrast. Objektivova clona blokuje rozptylené elektrony, a tak pri
dalSim méreni pouZita nebyla, aby proud na stinitku odpovidal proudu
prochazejicim vzorkem. Proud prochazejici stinitkem s objektivovou clonou je
61,4 nA, zatimco bez ni se v priibéhu méteni pohybuje v rozmezi 125 az 132 nA.
Coz poukazuje na fakt, Ze rozptyl elektroni na organickém vzorku rasinek je
mnohem vyss$i, nez rozptyl na uhlikovém filmu. A proud stinitkem je bez objektivové
clony 2x vyssi.

Obr. 49 Druhé méreni - Vyfiltrovany snimek ze za¢atku méreni, Ua = 4 kV, zvétSeni 180,
FoV 19,5 um a expozice 25 ms obé clony 50 pm
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Obr. 50 Druhé méreni - Porizené snimky rasinkového epitelu v ¢asech t = 20 (vlevo nahorie),
t = 80 min (vpravo nahore), t = 140 minut (vlevo dole) a t = 200 minut (vpravo dole),
vsechny snimKy jsou nasnimany s Uc. = 4 KV, zvétSeni 180, FoV 19,5 um a expozice 25 ms

Funkce inhomogenity pouzita nebyla, u této analyzy obrazi se vyuzilo pouze
funkce cutting. Kdy se z obrazu vytizla mensi stopa (viz Obr. 51, na kterém se
nachazi vyriznuty stied ve 160 minuté), a také okoli stopy v rozsahu mezikruzi
130 px, stejné jako u syntetické pryskyiice. Opét byla z obou obrazl vypocitana
primérna hodnota jasu a zapsana do vektoru. Tato hodnota je vynesena v zavislosti
na case v Obr. 52, kde Cervené je primérna jasova hodnota ,vypalené” mensi stopy
a zelené hodnota okoli. Je nutno podotknout, Ze okoli neni vZdy uplné dokonale
stejné (neobsahuje vzdy totoZné objekty ve scéné), a to na zménu primérné hodnoty
jasu okoli mohlo mit lehky vliv. Zména jasu mensi stopy roste linedrné a deformace
vzorku jde na snimcich vidét i pouhym okem. U tohoto méreni se priibéh jasu choval
ocekavang, tedy jas okoli se prilis nezvysoval, zatimco jas exponovaného stiedu ano.

Prameér stopy byl vypocitan opét z binarnich masek a pii tomto méreni se velka
stopa zmenSila, ato dost vyznamné, prvni snimek v 20 minuté je oproti
nasledujicimu vétsi o 56 px, poté uz byl trend pomalejsi, ale i tak se stopa
od 40 minuty, azZ do konec¢né 220 zmenSila o ~80 px viz pribéh primeéra stop
na Obr. 53.
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Obr. 51 Vyriznuty sti‘ed v ¢ase t = 160 minut
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Obr. 52 Druhé méieni rasinkového epitelu - zména primérné jasové hodnoty v ¢ase, mensi
stiredova stopa (Cervené) a okoli - vnéjsi mezikruzi (zelené)
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Obr. 53 Druhé méieni - Primér velké stopy zména v ¢ase u rasinkového epitelu
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V priibéhu méreni byl zaznamenavan proud odizolovanym stinitkem. Postupné se
v Case zvySoval, jak dochazelo k ibytku organického materialu. Proud se nachazi
v Tab. 18 avykreslen v grafu na Obr. 54. Zarovenl v pribéhu dlouhého méreni
dochazelo ke zvySovani emisniho proudu, protozZe se mikroskop pomalu stabilizuje.
TaktéZz byla dle rovnice 5.1 respektive 5.2 vypoCtena konecna celkova davka
elektroni v danych ¢asech. Celkova davka byla pii tomto méreni nejvyssi ze vSech.
A to kviili priméru mensi fokusované stopy jen 1 um a také z dlivodu dlouhodobého
méreni. Jeji rist je opét linearni a je vykreslen v Obr. 55.

Tab. 18 Proud prochazejici stinitkem v zavislosti na ¢ase u irfasinkového epitelu

¢as [min] celkova davka [C/cm?]
[HA]
0 125 102,1 0
20 125 102,3 19 099
40 125,5 102,6 38 274
60 125,5 102,8 57 449
80 126 103,1 76 700
100 127 103,8 96 104
120 128 104,3 115661
140 129 104,8 135371
160 129 105,3 155 081
180 130 106 174 943
200 131 106,8 194 958
220 132 107,3 215127
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Obr. 54 Casovy vyvoj proudu prochazejici stinitkem u vzorku rasinkového epitelu
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Obr. 55 Konecna celkova davka elektronii v ¢ase u fasinkového epitelu

5.2.6 Shrnuti vysledkii v rezimu TEM

U syntetické pryskytice Epon 812, v které je zalit vzorek rasinkového epitelu byla
pozorovana degradace po 90 minut. Exponovana stopa byla velka 4,5 um a u tohoto
méreni bylo sniZeno napéti na kondenzoru na 600 V. Celkova davka za celych
90 minut byla priblizné 5941,8 C/cm2. A po této davce byl zvySen jas stiedu, cozZ
ovsem mohlo byt zpiisobeno sférickou vadou tedy tim, Ze v blizkosti optické osy je
vice elektroni nez na jejim okraji, coz vede pravé ke zvyseni jasu uprostired snimku.
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JelikoZ se primér stopy v priibéhu méreni zmensoval dochazelo k tomu, Ze se
primérna jasova hodnota stredu i okoli zvysSovala linedrné stejné a rozdil
priamérnych jasovych hodnot stiedu a jeho okoli byl také stejny a tim paddem nelze
jednoznacné tict, zda u tohoto méreni dosSlo k néjakému vyraznému ztenceni
syntetické pryskyrice.

U uhlikového filmu, ktery by mél byt velice odolny dosSlo pfi méreni k velkému
radia¢nimu poskozeni a k Uiplné degradaci filmu jiZ po 15 minutach, stopa byla
mensi a to 3 um, ale i tak by se od vysoce stabilniho uhliku dala ¢ekat vétsi vydrz.
Pravdépodobné byl uhlikovy film na tomto oku velmi tenky ~10-20 nm. Celkova
davka, pri které se uhlikovy film rozpadl, byla cca 1655 C/cm? a k rozpadu doSlo jiz
po 15 minutach (viz snimek vpravo na Obr. 42).

Rasinkovy epitel, ktery je zalit v syntetické pryskytici, byl velmi odolny vici
radia¢nimu poskozeni. Pfi stop€ o priméru 4,5 um nedoslo ani po 3 hodinach
k viditelné zméné jasu na stredu vzorku viibec a pii druhém méteni, kdy méla stopa
jen 1 um doslo kviditelné zméné jasu priblizné po hodiné ozatfovani primarnim
svazkem, véts$i zména kontrastu je pozorovana o hodinu pozdéji a o dalsi hodinu
pozdéji uz doSlo k takovému radia¢nimu poskozeni, Ze byl vzorek propalen skrz.
Celkova davka v téchto ¢asech byla cca 57 525 C/cm?2 po 1 hodiné, 132 010 C/cm?
podvoua 178 763 C/cm2po tfech hodinach. Vzorek byl sledovan, azZ do 220 minuty,
kde byla celkova konec¢na davka 221849 C/cm? ale to uz svazek primarnich
elektronti prakticky prochazel jen skrz diru ve vzorku a ovliviioval tak jen molekuly
v blizkosti diry.

U dlouhodobého méreni na jakémkoliv elektronovém mikroskopu dochazi
ke stabilizovani celého komplexniho systému mikroskopu, coz zplsobuje napf-.
zménu priméru stopy a tuto zménu je potieba korigovat ru¢né. V této praci vsak
korigovana nebyla, aby byla méreni zhotovena s jednotnymi parametry. U delSich
méreni syntetické pryskyrice a rasinkového epitelu se tak projevilo zmensSeni
priméru stopy, zvySeni jasovych hodnot a celkové davky v ¢ase. Ale i tak si tyto dva
vzorKky vedly pii mérenich velmi dobfe a vykazovaly velmi dobrou odolnost vici
radiacnimu poskozeni. V ptripadé organického tasinkového epitelu se jedna o tak
slozité struktury, Ze z téchto méreni vlastné neni patrné, k ¢emu vSemu uvnitf tkané
pri ozarovani elektronti dochazi.

5.3 Méreni v rezimu difrakce

DalSi moZnosti, jak sledovat degradaci materialu je, kromé rezimu TEM, vyuziti
reZimu difrakce. Pokud je zkoumany material krystalicky, dochazi na vhodné
orientovanych krystalovych rovinach k difrakci elektronti (chovaji se jako vinéni).
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Jedna se o interferencni jev, ktery vznika pii dopadu elektronii na krystalovou
miizku. Kazdy atom pak piisobi jako druhotny zdroj vinéni. Toto vinéni interferuje
a vznikaji interferentni maxima a minima. Maxima se projevuji jako svétlé body na
stinitku. To, jak se difrakce zobrazi na stinitku, pfimo souvisi s typem a usporadanim
krystalové miizky. Difrakce neboli ohyb vinéni za prekazkou miiZe nastat pouze,
pokud jsou rozméry prekazky (mezirovinné vzdalenosti) srovnatelné s vlnovou
délkou urychlenych elektronti. Takto vznikaji sekundarni kulové viny, pro které je
v urcitych smérech rozdil Ar, ktery je roven celo¢iselnym nasobkiim vinové délky
(Ar =nA) a dle této Laueho podminky vznikaji interferenci silné difraktované svazky.
Pokud dopadajici svazek po splnéni Laueho podminek svira s krystalickou rovinou
(hkl) uhel 6, pak s nimi tento thel svira i difraktovany svazek, Jedna se tedy
o analogii odrazu (reflexe). Uhlu 8 se fika Braggtliv a jeho dvojnasobku difrakéni
uhel. Difrakce se ridi dle Braggova zakona:

Zdhkl sing = na (53)

kde dnk je vzddlenost mezi difraktujicimi rovinami v krystalové mriZce, 0 je tithel mezi
smérem dopadajiciho zdreni a difraktujicimi rovinami, A je vinovad délka a n je rad
interference. [1][9][11]

Vice o jevu difrakce je nad ramec této diplomové prace a podrobnéjsi matematicko-
fyzikalni popis najdete ve zdrojich [1] a [11].

K u€elu studovani degradace materialu byl v této praci pomoci difrakce elektronii
sledovan polyethylen (PE) s chemickym vzorcem (C2H4)n, u kterého pod vlivem
primarniho svazku elektront degraduje krystalova mrizka v radech nékolika malo
vterin. Polyethylen byl vytvoren dle navodu v [14] a to nasledujicim zplisobem:
shluk (v podobé bilé kulicky) polyethylenu byl umistén do technického
perchlorethylenu o objemu priblizné 30 ml, poté se roztok zahral na teplotu ~70 °C.
Pak roztok pomalu chladnul zpét na pokojovou teplotu. Pfi tomto procesu vzniklo
nékolik monovrstev polyethylenu volné se pohybujicich v roztoku. Roztok byl
nakapnut na zlaté sitky pokryté uhlikovym filmem, kde se velmi rychle (do 5 minut)
odpatil perchlorethylen a tim byl vzorek ptipraven k mikroskopovani. K odstranéni
prebytecného roztoku lze pouzit filtracni papir a ma to za nasledek nasati i nékolik
monovrstev PE ze sitky. Jak vypadaji jednotlivé vrstvy PE v rezimu TEM lze vidét na
Obr. 56. Na tomto snimku uz je krystalickd mriZka rozbitd, ale v rezimu TEM
nevidime témér Zddnou zménu. OvSem v reZimu difrakce rozpad krystalové mrizky
polyethylenu pozorovat lze.
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Obr. 56 Snimek vrstev polyethylenu v rezimu TEM

5.3.1 Méreni a vysledky degradace polyethylenu

PonévadZ PE degraduje viadu nékolika malo vtefin (u vysoce urychlenych
elektronii v radii stovek ms) byla jeho degradace nahravana na video s parametry
25 snimki za vtefinu a s 12bitovou hloubkou (viz piilohy na CD - videa difrakce
1-5.mp4). Z toho vyplyva, Ze kdyZ video rozdélime na jednotlivé snimky, je mezi
nimi ¢asova prodleva 40 ms. Pii tomto méreni byl proud prochazejici stinitkem
8,3 nA pfii uplné nejvyssim UcL = 13 kV. Zaroven byla pouzita kondenzorova clona
50 pm a diky tomu stopa primarniho elektronového svazku méla primér 30 um.
Celkova davka dopadajicich elektrond po jedné sekundé je dle rovnice 5.1 rovna
0,00174 C/cm?, coz je priblizné 2,3x vyssi nez pti pouziti modelu LVEMS pfti napéti
4,7 KV ve studii [14], kde stopa méla primér 35 pm a proud prochazejici vzorkem
byl 5 nA.

V nasledujicim méreni byl z nasnimanych videi zjiStén zacatek, kdy vzorek
vykazoval difrakci a konec, kdy dosSlo krozpadu krystalové mrizky (difrakce
vymizela). BohuZel nelze zkoumat, kde se vzorek nachazi v reZimu TEM, protoZe by
doslo k rychlému rozpadu krystalové mrizky, a proto byl reZim difrakce provadén
,na slepo®, kdy se pomoci manipulatoru pohybovalo vzorkem. Jakmile se objevila
difrakce bylo zapotiebi se v tomto misté zastavit, coZ béhem par stovek milisekund
neni v lidskych silach. Z tohoto divodu nejsou nasnimané snimky prilis ostré.
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V difrakci 1ze spatrit rozdil mezi tim, kdy viny difraktuji na par vrstvach a kdy je
pritomno vice vrstev (viz rozdil mezi Obr. 57 a Obr. 58). Jedna vrstva PE ma priblizné
5 nm. Bylo provedeno nékolik méreni ¢asu, za jak dlouho dojde k tiplné degradaci
miizky. Méfeni bylo provedeno pro vysku PE cca jedna aZ tfi monovrstvy viz
Tab. 19, kde je primérny ¢as deformace miizky 2,1 sekund. A Ctyfi méreni vice
monovrstev pres sebe, kdy doslo k deformaci vSech vrstev o par stovek milisekund
pozdéji viz Tab. 20. Prlimérna doba deformace skrz vice monovrstev je
2,83 sekund. V tabulce je vypoctena icelkova davka elektront dle rovnice 5.1,
kterou PE obdrzel. Pro 1-3 monovrstvy vychazi primér 0,00247 C/cm? a v piipadé
vice vrstev 0,00333 C/cm?2. Vobou tabulkdch jsou vypoctené i smérodatné
odchylky. Méreni radiacniho poSkozeni PE jsou ze vSech méreni nejvice vypovidajici
diky pozorovani skutecného rozpadu miizky a také diky vyhodnocovani snimki,
které po sobé nasleduji presné po 40 ms, Cas expozice velice presné odpovida
realnému casu rozpadu molekularnich struktur.

Obr. 57 Difrakce bez pritomnosti vzorku (vlevo) a difrakce na nékolika malo vrstvach
PE v case 0,8 s (vpravo)

Obr. 58 Difrakce na vice vrstvach v c¢ase 0,68 s (vlevo) a postupny tbytek vrstev
v ¢ase 1,64 s (vpravo)
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Tab. 19 Méreni celkové davky, po které doslo k rozpadu krystalové miizky polyethylenu

na monovrstvach o tloust'ce 1-3 vrstvy

méreni cas degradace [s] celkova davka [C/cm]
1. 2,2 0,0026
2. 2,12 0,0025
3. 2,28 0,0027
4, 1,92 0,0023
5. 2,08 0,0024
6. 2,24 0,0026
7. 1,72 0,002
8. 2,2 0,0026
9. 2,16 0,0025
primér 2,10222 0,00247
smérodatna odchylka 0,16772 0,00020

Tab. 20 Méreni celkové davky, po které doslo k rozpadu krystalové miizky polyethylenu
na monovrstvach o tloust'ce vice nez 3. monovrstev

méreni cas degradace [s] celkova davka [C/cm]
1. 3 0,0035
2. 2,88 0,0034
3. 2,92 0,0034
4, 2,52 0,003
priamér 2,83000 0,00333
smérodatna odchylka 0,18412 0,00019

5.4 Dalsi moZné zpuisoby sledovani degradace vzorki

Kromé postuptli popsanych v této praci by se dalo vice zamérit na chemické slozeni
prvki a jejich strukturu s ohledem na chemické vazby ve zkoumaném materialu
a atomova c¢isla prvki v nich obsazenych. Dal$i moznosti je vyuziti riiznych simulaci
a teoretickych vypoctt kritické davky pro jednotlivé chemické prvky, a pak tyto
kritické davky bliZe zkoumat na homogennich strukturach, poptipadé nanocasticich
jednoho chemického prvku.

V praci [28] pomoci simulaci a High Resolution Transmission Electron Microscopy
(HRTEM) zkoumaly molekuly hexagonalnich monovrstev nitridu boritého. Vzorek
mél jen nékolik malo téchto vrstev. Pri experimentu zkoumali, jak silné jsou
chemické vazby boru a dusiku. VHRTEM pouzivali rtizna urychlovaci napéti
80 a 120 kV. Pro neposkozenou strukturu nitridu boritého vysla energie vazebnych
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sil pro bér 19,36 eV a pro dusik 23,06 eV. Takovéto experimenty zjiStovani
vazebnych sil v molekulach by mohli byt pfinosem zkoumani radia¢nich vlivii na
dané materialy. Také je mozZné provést mikroanalyzu zkoumaného vzorku a zjistit
presnéji jejich sloZeni (pokud ho nezname). Mikroanalyzu Ize provést pomoci x-ray
spektroskopie, diky detektortim charakteristického rentgenova zareni EDX (EDS).
[11][28]

Dals$i metodou, jak zkoumat jednotlivé prvky je Electron Energy-Loss Spectroscopy
(EELS). Tato metoda vyuZiva filtrace elektroni o dané kinetické energii, takZe jsou
propustény elektrony pribliZzné stejné vinové délky. Postupné skrz energiovy filtr
(viz [6] nebo [10]) prochazeji elektrony rtizné kinetické energie a elektronovym
spetroskopem je detekovdno celé spektrum. Diky nepruZnému rozptylu pri
interakci se vzorkem dojde ke ztraté energii. Tato metoda vyuZije spektrum
k analyze prvki a k zjistén{ ionizac¢nich uc¢inki (mezi ionizace). [10][11][29]

Bylo by vhodné sledovat i vyvoj tlaku v komore vzorku, jelikoZ pti degradaci vzorku
vznikaji v okoli vzorku volné ionty a dalsi plyny. BohuZel obcas jsou urychlenymi
elektrony primarniho svazku bombardovany zpét na vzorek a méni se tak celkova
struktura povrchu vzorku a pracovni tlaky v komote vzorku, tak nejsou zcela
vypovidajici, ovSem muZou ovliviiovat méreni. V méfenich vtéto praci se tlak
viontové pumpé v blizkosti komory vzorku témér neménil, a proto se na jeho
hodnoty nebralo ohled.

Videalnim pripadé by mél byt méren proud elektronii dopadajici primo na vzorek,
ane na odizolované stinitko, jak bylo provadéno v této praci, ovSem realizace
takového méreni je velmi technicky a finan¢né naroc¢na. Kdyby se néjakym
zplsobem dala zjistit tloustka méreného vzorku, dala by se dle doby degradace,
popripadé uplnému propaleni skrz vzorek zjistit, za jak dlouho dochazi
k radia¢nimu poskozeni zkoumaného materidlu daného slozeni a tloustky.
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6 PODMINKY PRIPRAVY A SLEDOVANI
VZORKU

V této kapitole je popsano, jak pripravovat vzorky pro LVEM25 a LVEM5 pomoci
metody primého naparovani, kterd v praci byla prakticky pouzita. Nachazi se zde
pozadavky a uskali fezan{ platkd na ultramikrotomu. Také jsou zde probrany idealni
podminKky pro pozorovani vzorkl v LVEM25. A nechybi tu ani diskuze provedenych
méreni a analyzy obrazi a mozné vzniklé odchylky a chyby. Dale se zde nachazi
diskuze pripravy a sledovani vzorki.

6.1 PodminKky pripravy vzorkii

V praktické casti této prace byl na nékolik siték zlata pfimou metodou napaien
uhlikovy film, ktery pak slouZi jako nosny film pro zkoumany material. Pro LVEM25
je zapotrebi vzorek o tloust’ce 40-70 nm v pripadé LVEM5 by mél byt kolem 10-20
nm. Tloustku uhlikového filmu Ize ovlivnit pfi naparovani v napaiovacce a to
délkou, jak dlouho prochazi skrz uhlikovou nit vysoky proud, tedy jak dlouho drzime
tlacitko HIGH CURRENT, kterym ovliviiujeme, jaké mnozstvi uhlikl se vypafi z nité,
a ty se poté podili na tloustce filmu. Abychom dostali vzorek poZzadované tloustky
méli bychom pro LVEMS5 tlacitko drZet jednu aZ dvé vtetiny pro LVEM25 pak dvé az
tti a pokud chceme tlustsi vrstvu uhlikového filmu, tak maximalné pét vterin. V této
praci bylo na nékolik siték nakdpnut roztok uhlikovych nanotrubek, které nakonec
nebyly pozorovany a na nékolik byl nakapnut polyethylen, jehoZ degradace byla
pozorovana v rezimu difrakce na LVEM25. Obé metody pripravy téchto vzorkd, zde
byly popsany a dle téchto pokynti Ize vzorky snadno ptipravit. Co je ovSem diilezité
zminit je, Ze vzorky nesmi byt kontaminovany necistotami, a tak by se ze vSemi
vzorky, jak pfi zachazeni, tak pri pripravé, mélo pracovat v rukavicich a v ¢istych
prostorach, aby nebyly znehodnoceny.

Vzorky pripravené na ultramikrotomu jsou fezany o dané tloustce, kterou je mozné
realné zhotovit, spodni mez je okolo 30 nm. VétSinou v§ak maji 40-60 nm a tloustka
platki se voli podle urychlovaciho napéti mikroskopu, v kterém budou pozorovany
av pripadé nizkonapétovych elektronovych mikroskopli musi byt co nejtenci.
Vzorky tohoto typu jsou vétSinou zality v néjakém médiu, a to by mélo byt svym
sloZenim velmi podobné vzorku samotnému, aby byl vzorek dostatecné homogenni
a v ultramikrotomu se nelamal. Vtéto praci byla sledovana degradace vzorku
rasinkoveého epitelu a syntetické pryskyfrice, v které byla tkan zalita.
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S veskerymi vzorky se musi zachazet opatrné a nesmi dochazet k mechanickym
otfestim ¢i ke kontaktu s néjakou chemikalii, proto se uchovavaji v ¢istych Petriho
miskach, specialnich plastovych schrankach anebo v plastové mikrozkumavce.

6.2 Podminky pozorovani vzorki

Pokud sledujeme v nizkonapétovém elektronovém mikroskopu nestabilni prvky,
jako je zde studovany polyethylen, moc moZznosti, jak upravit zptisob pozorovani
nemame, jelikoZ se PE rozpada v fadu nékolika vtefin museli bychom jej pozorovat
na nizsim urychlovacim napéti, kde nebude PE tolik zatiZen, napi na modelu LVEM5.
Abychom doSlo k rozpadu PE, co nejpomaleji je nutné jej pozorovat nasledujicim
zplsobem. Svazek musi byt co nejvice divergentni, aby byl vzorek zatiZen, co
nejméné, tedy Uc. maximalni a to 13 kV, taky je vhodné pouZit nejmensi
kondenzorovou clonu velikosti 30 pm (v praci byla pouzita pouze vétsi 50 um clona).

Modely LVEM5 a LVEM25 se skvéle hodi na pozorovani organickych materialt,
protoze diky malému urychlovacimu napéti dochazi pouze knepatrnému
radia¢nimu poskozeni, tedy pokud uZivatel pouzije nasledujici doporuceni. Opét je
ziejmé, Ze ¢im rozbihavéjsi svazek tim lepsi pro vzorek, ale u rasinkového epitelu
pii pouziti Uc. = 2,59 kV nedochdazelo ani po 3 hodinach kviditelné degradaci
v exponované casti. Obecné se u modelu LVEM25 nedoporucuje sniZovat UcL pod
mez 3 kV. AvSak pokud budeme vzorek pozorovat jesté s vy$si hodnotou nad 7,5 kV
a nebudeme jej vystavovat elektronlim po dobu delsi nez 20 minut (je mozné
kazdych 20 minut pohnout se vzorkem a zménit tak oblast zajmu) je zarucené, Ze
vzorek bude degradovat velmi pomalu a lze ho nadaném misté pozorovat
opakované. Zaroven je vhodné pouZzit kondenzorovou clonu a samoziejmé ta mensi
s primérem 30 pum, ktera se vyuziva u vétSich zvétSeni, omezi primarni svazek
dostate¢né, aby nebyla ozarovana zbytecné ¢ast vzorku, kterd ani neni v zorném
poli. Dale je vhodné pouZit i objektivovou clonu, ale ta pouze zajisti lepsi kontrast.
JelikoZ je za vzorkem, tak nema Zadny vliv na zatiZeni vzorku, ale omezi elektrony
rozptylené na vzorku pod velkymi dhly. Pri UcL vétsi nez 9 kV bude zatiZeni vzorku
mensi a podle Tab. 13 bude oproti 7,5 kV mensi skoro dvojnasobné. Proto je vhodné
vyuzivat vysoké hodnoty UcL. Stejné doporuceni plati i pro jakékoliv jiné vzorky
napriklad nanocastice, ovSem téZsi kovy pottrebuji niZsi UcL, aby by v obraze dobry
kontrast. Pokud dojde ke kontaminaci nebo nabijeni vzorku za¢nou vznikat v obraze
artefakty a zobrazovaci vady.
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6.3 Diskuze provedenych méreni

V této praci bylo provedeno nékolik méreni, ve kterych mohlo nastat nékolik chyb.
Zaméiime-li se na zpracovani dat analyzou obrazi dochazelo k témto chybam. I ptes
snahu udélat méfeni, co nejpresnéji a vycentrovat malou exponovanou stopu na
stied vétsi stopy, mohlo dojit pti vyriznuti sttedového kruhu, k zahrnuti i okolnich
pixelli, které ovSem ozatfovany nebyly. Toto je oSetfeno pomoci vyfezu stopy se
znacnou rezervou, avsak pri méreni rasinkového epitelu méla stopa primér pouze
1 um a bylo obtiZzné udélat dostatecnou rezervu. Aby mensi exponovana stopa byla
vZdy na stfedu velké stopy, zaleZi na zkuSenostech obsluhujiciho personalu, a proto
ne vzdy se to dokonale povedlo. V praci byla snaha o vyuZiti licovani obrazl pomoci
templatu (template matching) s implementaci Furierovi transformace. Jako templat
byla zvolena binarni maska obrazu a byla licovana s binarni maskou obrazu
nasledujiciho, ovSem tato metoda se pouziva pii hledani mensiho objektu ve vétsSim
obraze, a kromé jednoho slicovaného maxima, vzniklo maxim hned nékolik
i z divodu binarnich dat. A taky kvili predchozi chybé, Ze maly stied nebyl vzdy
presné ve stiredu vétsi stopy, nebyla tato metoda nakonec viibec pouZzita. [18]

Dalsi podstatnou €asti je, Ze v praci byl méren proud odizolovanym stinitkem, ktery
by mél odpovidat, co nejvice proudu elektronti, které na vzorek dopadaji. OvSem pii
interakci se vzorkem vznikaji i zpétné odraZené elektrony (BSE), které se na
vysledném proudu na stinitku viibec nepodileji. Na vzorku dochazi i k rozptyleni
dopadajicich elektroni, ale ty jsou elektronovou optickou soustavou vztazeny zpét
do svazku, takZe zde by méla byt chyba minimalni.

Dale byla pocitana celkova konec¢na davka elektronti v daném case, zde je potieba
zminit, Ze v Case 0, by sice méla byt nulovj, ale jelikoZ bylo pti mikroskopovani
nutné nalézt oblast zajmu, kde bude méreni provadéno, tak samoziejmé v Case 0, jiZ
néjakou davku elektronti vzorek obdrzel. Dalsi chyba je zptsobena potizovanim
snimkd, kdy sice byly naptiklad tvoreny kazdych 5 minut, to vSak ale neznamen3, Ze
vzorek byl pod vlivem exponované stopy presné 300 vterin (avSak davka byla
pocitana s touto presnou hodnotou). Nastaveni vhodného zvétSeni a snimani obrazu
zabere urcity ¢as a zavadi do vypoctu chyby, které neslo nijak eliminovat. Stejné tak
méreny proud stinitkem, ktery sice byl méren cca vdaném ¢asovém intervalu, avSak
neodpovida okamzZitému proudu v pribéhu celého méreni, protozZe linearné rostl
a nelze tak tvrdit, Ze byl vdaném c¢asovém intervalu At (napf. 10 minut) po celou
dobu stejny (napr.128 nA).

BohuZel pii méreni vlastnosti katody Standart FEG a pifi méreni degradace
uhlikového filmu vznikl svod na odizolovaném stinitku, ktery vysledky znehodnotil
dalsi chybou, ktera ovSem ¢ini priblizné jen 0,23 %.
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6.4 Diskuze pripravy a sledovani vzorki

Volba tloustky vzorku je v transmisni elektronové mikroskopii velmi podstatna. Pri
naparovani uhliku Ize tloustku korigovat, ovSem pfriliS tenky uhlikovy film nemusi
byt pritomen na vSech okach sitky, protoZze mize dojit k jeho protrhnuti, a taky
nevydrzi prili§ dlouhodobou zatéz elektronti. Oproti tomu vzorek tlustSinez 100 nm
se pro transmisni elektronovou mikroskopii nehodi. Dilezité pfti ptipravé vzorki je
v nékterych Kkrocich i zrucnost personaluy, a to se nékdy tyka i samotné manipulace
se vzorky. Sitky maji priimér pouze 3,05 mm jedna se o drobnou praci s pinzetou
a nesmi dojit k poSkozeni vzorki (preparatti). [1][13]

Pozorovany uhlikovy film byl pripravovan v prosinci a méfren na konci dubna,
a prestoze uhlik patfi mezi stabilni prvky, jiz kolem celkové davky 1655 C/cm?
dochéazelo k velkému radiacnimu poskozeni. Mozna to bylo dasledkem stari filmu,
ale taky vtom mohlo hrat roli nespravné zachazeni (mechanické otresy), mala
tloustka filmu ¢i kontaminace vzorku pfi jeho pripravé i manipulaci.

Ponévadz celkova davka elektroni zavisi kromé elektrického naboje i na
exponovaném case a ploSe, kterou vzorkem elektrony prochazi viz rovnice 5.1, je
zadouci ozarovat vzorek, co nejkratsi nutnou dobu a primér stopy mit, co nejveétsi
(divergentni). K elektronovému mikroskopu by tak mél kazdy uZivatel projit
urcitym zasSkolenim a mél by brat na védomi nékteré kritické ukony, které kromé
vzorku mohou poskodit technické prvky samotného elektronového mikroskopu.
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7 ZAVER

V praci je popsano, jak funguji nizkonapétové transmisni elektronové mikroskopy
od firmy Delong Instruments. Nachazi se zde popis jednotlivych komponent
elektronovych mikroskopli a popis zakladnich vlastnosti elektronti v primarnim
elektronovém svazku a jejich interakce se vzorkem. Co je pruzny a nepruzny rozptyl
a k jakému radia¢nimu poskozeni vzorki dochazi. Dale je v praci popsana piiprava
vzorkl pro transmisni elektronovou mikroskopii zamérena na organické preparaty
a metodu primého naparovani, jelikoZ jsou to nejCastéji pouZivané metody
v nizkonapétovych elektronovych mikroskopech. Diky témto technikam se vytvari
velmi tenké vzorky.

V praktické casti je metodou primého napaiovani pripraveno nékolik siték
pokrytych uhlikovym filmem, ktery slouZi jako nosny film pro studované prvky
v nasledné analyze. V diplomové praci byl na sitky nanesen polyethylen a také byly
méreny sitky obsahujici pouze uhlikovy film. V dalsi ¢asti jsou zhotoveny méteni
pro zjisténi vlastnosti dvou katod High current FEG a Standart FEG a také
mikroskopu LVEM25, na kterém byly délany veSkera méreni a porizeny vSechny
snimky. VSechny studované vzorky jsou ozarovany primarnim svazkem elektronf,
které emituji z katody Standart FEG s energii 25 keV. Kromé vlastnich pripravenych
preparatli je v praci zkouman také preparat syntetické pryskyrice Epon 812, do
které se zalévaji prvky rezané na ultramikrotomu a dale je sledovdna degradace
organického preparatu epitelu rasinek (cilie). Pomoci analyzy obrazi je v rezimu
TEM sledovana zména kontrastu (jasu) v obrazech a diky pikoampérmetru je méren
proud na odizolovanému stinitku, ktery odpovida proudu prochazejicich elektronii
primarniho svazku, a tedy je zmérena proudova zatéZ vzorku. Z proudu stinitkem
je vypoctena celkova davka dopadajicich elektronli v ¢ase a probrany jsou i dalsi
moznosti studovani degradace vzorku.

Po analyze vzorkl nasleduje doporuceni a diskuze, jak se vzorky pracovat v nizko
napétové elektronové mikroskopii, a to z hlediska studovanych materiald. Je zde
popsano na co brat ohled pfi pripravé a pozorovani vzorki a diskuze navrzenych
doporucent.
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Seznam symbolu, velicin a zkratek

TEM - Transmisni elektronovy mikroskop

EM - Elektronovy mikroskop

LVEM - Low Voltage Electron Microscop

[P - Iontova(é) pumpa(y)

YAG - Yttrium Aluminum Garnet (stinitko)

FFT - Fast Furier Transform (rychla furierova transformace)
BSE - Back Scattered electron

SE - Secondary Electrons (sekundarni elektrony)

CL - Katodoluminiscence

AE - Augerovy elektrony

EDX (EDS) - Energy Dispersive X-ray Spectroscopy

Usup — Napéti na supresoru

UcL — Napéti na kondenzorové ¢occe

HT - Houghova Transformace

FRST - Fast Radial Symmetry Transform

FoV - Field of View (zorné pole)

PE - Polyethylen

HRTEM - High Resolution Transmission Electron Microscopy

EELS - Electron Energy-Loss Spectrometry
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