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Hledani kritického napéti pro pozorovani nepovrstvenych
vzorku dreva v elektronové mikroskopii

Abstrakt

Naplni prace bylo nalézt takové napéti a nastaveni elektronového mikroskopu, aby bylo
mozné pozorovat nevodivé vzorky dieva bez dalsi upravy. Touto upravou se mysli standardni
vodivé povrstveni napf. zlatem. Po nalezeni vyhovujiciho nastaveni mikroskopu byly s danym
nastavenim pofizeny snimky jednotlivych vzorka dieva. Prvnim tkolem bylo zjistit a popsat
ptipravu vzorkli vhodnych pro pozorovani v elektronovém mikroskopu a druhym porovnani
zjisténého napéti v zavislosti na dieviné a ptipadné i sméru pozorovani.

Metoda ptipravy vzorkl spocivala v jejich vymanipulovani za pomoci obrabécich
nastrojiil na hranolky o danych rozmeérech, z kterych nasledné byly odebirany vzorky pro vlastni
pozorovani. Nejvyhodnéjsim vysledkem pro tuto praci bylo, aby vzorky jednotlivych dievin
byly rozmérové unifikované. Pro odebirani vzorkl musely byt polotovary plastifikovany
a nasledn¢ jejich povrch upraven pomoci mikrotomu. Tim byla ziskana hladka plocha vzorku
pro pozorovani.

Vlastni hledani kritického napéti bylo provadéno za pomoci elektronového mikroskopu
ThermoFisher Scientific model Quattro. Principem bylo nastaveni pevnych parametrit jako
rozliSeni, pracovni vzdalenost, skenovaci ¢as a hledani spravného napéti pfi pozorovani
zobrazeni dfeviny na monitoru. Ukolem bylo najit nastaveni, pii kterém byl obraz bez
deformacnich artefakti zptisobenych nabijenim preparatu.

Hlavnich cila se podafilo dosdhnout. Byla nalezena rozpéti, pii kterych lze dané vzorky
pozorovat bez opatfeni vodivé vrstvy. Pii zjisténych napétich byly pofizeny snimky
jednotlivych dievin, které byly nasledné kolorovany za pomoci programu MIB — Microscopy
Image Browser a jsou soucasti obrazové piilohy.

Ptinosem této prace je s ohledem na vybér dievin a zjisténé vysledky, Ze nepovrstvené
vzorky pozorovat Ize a podle vysledkt se da i pozorovani v praxi urychlit, protoze vSechny
dieviny meély potfebné napéti v rozsahu 1 kV — 1,6 kV. Zaroven lze vyuzit i zjisténi, ze
optimalni pro takové pozorovani je pouziti detektoru sekundarnich elektront, protoZe i pfi
pouZiti relativné nizkych napéti ziskame dostatecné silny signal pro pozorovani. Naproti tomu
pii potiebé vyuziti detektoru zpétné odrazenych elektront, je vyhodné&jsi pouzit vzorky
povrstvené, aby bylo mozné pozorovat za vyssich napéti pro ziskani dostate¢ného signalu pro
tento detektor.

Klicova slova: elektronova mikroskopie, dievina, napéti, vzorek, smér pozorovani



Finding the voltage for the observation of wood samples
with no conductive surface layer in electron microscopy

Summary

The work aims to find the voltage and setting of an electron microscope to observe non-
conductive wood samples without further modification. Standard conductive coating, such as
gold, is considered a further modification. Once a suitable microscope setting is found, images
of individual wood samples will be taken with that setting. The initial goal is to determine and
describe the preparation of samples suitable for observation in an electron microscope, followed
by comparing the observed voltage depending on the type of wood and possibly the direction
of observation.

Preparing the samples involves manipulating them using cutting tools into specified
dimensions, from which samples were taken for observation. The ideal outcome for this work
is for the individual wood samples to be unified in size. To obtain samples, it is necessary to
plasticize the wood and then modify the surface using a microtome, resulting in an ideal sample
surface for observation.

The search for critical voltage was conducted using the ThermoFisher Scientific model
Quattro electron microscope. The principle was to set fixed parameters such as resolution,
working distance, and scan time and find the correct voltage for observing the wood sample on
the monitor without deformation artifacts caused by specimen charging.

The main goals were achieved. Ranges were found at which the samples could be
observed without the need for a conductive layer, and images of individual woods were taken
at the identified voltages, which were subsequently colorized using the MIB - Microscopy
Image Browser program and are part of the image attachment.

The contribution of this work, based on the wood selection and the results, is that non-
coated samples can be observed, and based on the results, practical observation can be
accelerated as all woods had the necessary tensions in the range of 1 kV - 1.6 kV. It was also
discovered that a secondary electron detector is ideal for such observations, as it provides
a strong signal even at relatively low voltages. Conversely, when using a backscattered electron
detector, it is advantageous to use coated samples to allow for higher voltages to acquire
a sufficient signal for this detector.

Keywords: electron microscopy, woody plant, voltage, sample, direction of observation
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1 Uvod

Zakladem pozorovani vzorkli v elektronové mikroskopii je v optimalnim piipadé
pozorovani vodivého vzorku, jehoz naboj je odvadén, a proto se obraz nenabiji a je mozné
pozorovat, co je potieba. V ptipadé¢ pozorovani nevodivych vzorku se jde zpravidla
nejjednodussi cestou a tou je povrstveni takového vzorku vodivou vrstvou. Tato vrstva je tenka
pouze né€kolik nanometrd, elektrony skrz tuto vrstvu projdou, a téméi neovlivni obraz
puvodniho vzorku. Zptsobi to ovSem VEtSi objem prace na piipravu vzorku a nakonec také
financi pro poftizeni dal§iho potiebného vybaveni. Je potfeba zakoupit aparaturu pro nanaseni
vrstev. Také tento krok navic znamena prodlouzeni ¢asu, nez se s takovym vzorkem dostaneme
k samotnému pozorovani v mikroskopu.

Z téchto divodh je tato prace zameétfena na hledani zplsobu, jak pozorovat typicky
nevodivé vzorky, ato z riznych druht diev. Vzorky budou pozorovany s ohledem na anatomii
dfeva rovnobézné s vlakny a kolmo na vlakna a nasledné budou jednotlivé vysledky mezi sebou
porovnany, zdali z&visi na druhu dieva a sméru pozorovani.

Vzorky pro elektronovou mikroskopii maji sva specifika, proto soucasti této prace bude
i piiprava vzorku. Vysledkem této prace by mélo byt nastaveni mikroskopu pro pozorovani
vzorkll dfeva obecné, nebo s ohledem na druh a smér pozorovani a také pifiprava vhodného

vzorku nejjednodussi, nejrychlejsi a nejlevnéjsi cestou.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo naleznout kritické napéti, coz je urychlovaci
napéti, pii kterém ziskaji elektrony takovou energii, ze se vzorek nebude nabijet, a ktera
zpusobi, ze pujde pozorovat nevodivy vzorek dieva Vv elektronovém mikroskopu bez nanesené
vodivé vrstvy. Soucasti prace bylo pofizeni obrazkt z elektronového mikroskopu se zjisténym
nastavenim.

Aby bylo mozné provést toto pozorovani, bylo tfeba pfipravit spravny vzorek, proto
jednim z dil¢ich cila byla ptiprava vzorku dieva pro elektronovy mikroskop. Elektronovy
mikroskop pro pozorovani potiebuje vzorky se specifickymi vlastnostmi. Prace obsahuje
postup, jak takové vzorky pfipravit, aby pozorovani ve vakuu neznehodnotilo samotny vzorek
a zaroven, aby vzorek neznicil pouzivané zafizeni. Dal§im z cilti bylo zjistit, zda se nalezené
pozorovaci napéti 1isi s ohledem na jednotlivé druhy dieva. Byly porovnany druhy listnaté
i jehli¢naté, tradicni i exotické. Posledni soucasti vysledki je porovnani, zdali se nalezené

napéti 1isi v ptipad€ pozorovani vzorku po vladknech a kolmo na vlakna.
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3 Literarni reSerse

Tato prace se zabyva hledanim kritického napéti pro pozorovani nepovrstvenych vzorkt
dfeva V elektronovém mikroskopu. Je proto velmi vhodné nejprve blize popsat, jakym
zpusobem pracuje elektronovy mikroskop a k jakému pozorovani je vhodny. Dalsi dileZitou

informaci bude, jaké vzorky jsou pro elektronovou mikroskopii vhodné a jak je pfipravit.

3.1 Elektronova mikroskopie

Elektronovy mikroskop, ktery je ¢asto uvadén jako typicky ptiklad inovace 20. stoleti,
nevznikl nahle. Byl to vysledek postupného sklddani poznatkli mnoha védcii v kombinaci
s technologickym rozvojem. Zakladem pro jeho vznik byl popis elektronu J.J. Thomsonem
vroce 1897, ktery vyplyval ze studia elektrickych vyboji v Geisslerové trubici znamé jiz
v 19.stoleti. Kli¢ovym milnikem bylo zjiSténi Luisa de Broglie v roce 1925 o vlnové povaze
rychle leticich ¢astic, coz potvrdily experimenty s elektronovou difrakci Davissona, Germera,
Thompsona a Reida v roce 1927. Dulezitym piinosem byly také prace H. Busche z roku 1926,
které ptedstavily analogii mezi ohybem elektronového paprsku magnetickymi poli a svétla
sklenénou ¢oc¢kou (Nebesafova, 2001).

Moznost vytvorfeni transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) se zrodila v tymu
Knolla a Rusky na Technické vysoké Skole v Berling kolem roku 1928. Prvni prototyp byl
sestaven na pocatku 30. let a v roce 1932 byly prezentovdny prvni snimky a popis
elektromagnetické cocky. Firma Siemens a Halske zahgjila komercni produkci téchto
mikroskopll v roce 1939 s garanci rozliSeni 10 nm. Za ptinos elektronového mikroskopu byl
Ruska ocenén Nobelovou cenou v roce 1986, kdy jiz byly tyto pfistroje béZnou soucasti
laboratoii (Subrtové, 2012).

Vyvoj skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) byl komplikovanéjsi. M. von
Ardenne v roce 1938 teoreticky i prakticky popsal princip rastrovani, ktery byl vyuzit v SEM.
Prvni SEM sestrojil Zworikyn, vynalezce fotonasobice, ktery vyuZil pro detekci sekundarnich
elektronti. Ve Velké Britanii se konstrukci SEM zabyval tym vedeny C.W.Oatleyem, jehoz
vysledky vedly ke komer¢ni produkei firmy Cambridge Scientific Instruments v roce 1965.

Vrchol technologického pokroku reprezentuje 3 MV transmisni elektronovy mikroskop,
ktery umoznil ¢lovéku poprvé spatfit atom. Dva takové pfistroje byly postaveny v Japonsku
a USA na konci 80. let (Nebesarova, 2001).

V Ceskoslovensku vznikla v 60. letech vyzkumna skupina v Ustavu piistrojové techniky

v Brné, kterd se zabyvala vyvojem elektronovych mikroskopi. Ve vedeni této skupiny byl
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V. Drahos a A. Delong. Vysledkem byla série mikroskopti Tesla BS. Po privatizaci Tesly se
Vv Brné vyrabéji mikroskopy pro firmu Philips a v Delong Instruments a Tescan se kromé
elektronovych mikroskopl vyrabi i pfislusenstvi k mikroskoptim a dalsi piistroje, jako tieba
spektroskopy. Vyrobu a vyvoj SEM dnes vedou spolecnosti jako JEOL, LEO, Hitachi, TFS
a Zeiss, a o jejich nejnoveéjsich produktech lze najit informace na jejich internetovych strankach
(Mamonova, 2018).

V biologii hraji elektronové mikroskopy klicovou roli od samého pocatku vyvoje TEM.
Bylo ziejmé, ze vzorky musi byt extrémné tenké a zbavené vody kvili malé penetracni
schopnosti elektront a vysokému vakuu v mikroskopu. Prvni pozorované biologické objekty
zahrnovaly vldkna bavlny, krevni bunky, bakterie, chitinové schranky hmyzu a rostlinny
material. Pfiprava vzorkl se nejprve provadéla pomoci ultramikrotomt, které byly vylepSeny
v 50. letech, kdy se zménila konstrukce pfistroje a bylo mozné s ultratenkymi fezy snadnéji
manipulovat. Dal$i vyzkum se zaméfil na fixacni a zalévaci metody pro zobrazeni ultrastruktury

biologickych objektti v co nejvérnéjsim stavu (Bozzola a Russell, 1999).

3.1.1 Elektronovy mikroskop

Asi se nyni nabizi otdzka: Pro¢ pravé elektronovy mikroskop? Odpovéd’ je vlastné velmi
jednoduché. Protoze lidstvo je velmi zvidavé a chce zkoumat podstatu véci. Kazdé zatizeni
uréené ke zlepSeni vizualniho vnimani malych objektii se vyznacuje klicovou charakteristikou,
kterou je rozliSovaci schopnost. Tato schopnost definuje minimalni vzdalenost mezi dvéma
sousednimi body, které 1ze zatfizenim rozpoznat jako dvé samostatné entity. Podle literarnich
zdrojii dokéZe lidské oko za optimalnich svételnych podminek na vzdalenost 25 cm rozlisit dva
body vzdalené od sebe minimalné 0,2 mm (Némecek, 2017).

V 16. stoleti byl vynalezen opticky mikroskop, ktery umoznil ¢lovéku prozkoumat
mikroskopické detaily, a jeho rozliSovaci schopnost se postupné zvySovala az na trovei 0,25
um. Diivod, pro¢ nebylo mozné dale proniknout do jest¢ menSich rozmérii mikrosvéta
prostfednictvim zdokonaleni optického mikroskopu a €ocek, odhalil Ernest Abbe na konci
19. stoleti. Abbe identifikoval vztah urcujici rozliSovaci schopnost objektivu svételného
mikroskopu, vychazejici z fenoménu Airyho kruht, které vznikaji pti difrakci svétla na okraji
¢ocky, pti pozorovani bodového zdroje svétla. Misto ostrého bodu se tedy vytvaii fada kruhii.
Pokud jsou dva svételné body dostatecné blizko, mizeme je rozliSit jako separatni az do
okamziku, kdy se stfed jednoho obrazu kryje s prvnim minimem druhého obrazu, coz odpovida
zhruba 19% sniZeni intenzity svétla. Vzdalenost mezi stfedy téchto obrazii pak odpovida

rozliSovaci schopnosti, kterou Ize urcit pomoci Abbeho vzorce (1) (Nebesarova, 2001).
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0,61*A

n*sina

R.S.= (1)

A - je vinova délka pouzitého svétla
n - je index lomu prostiedi pied objektivem
Qo - je uhlovéa apertura objektivu

Opticky mikroskop umoziuje rozliSeni okolo 300 nm. Proto bylo tfeba najit zptisob, jak
ziskat rozliSeni vEtsi, coZz umoznily praveé elektrony diky jejich krat§i vinové délce, nez ma
viditelné svétlo. Cilem v mikroskopii jako takové je zvétSovani vzorku za Ucelem ziskani
dalsich informaci. Ne pouze zvétSeni viditelného, ale zvétSeni za Gcelem zviditelnéni dalSich
informaci. Takové zvétSeni se nazyva zvétSenim uziteCnym, V opacném piipade se zvétSeni
nazyva prazdné. Obecné se uzitecné zvétSeni pohybuje u jednotlivych ptistrojii nasledovné:

Svételné mikroskopy 550x

Skenovaci elektronové mikroskopy 10 000x

Transmisni elektronové mikroskopy 1 000 000x.
Z toho také vyplyva, jaké nejlépe pouzit zafizeni pro pozorovani vzorkl (Reichl a VSeticka,
2006).

Zakladem elektronového mikroskopu jsou elektrony. Elektron méa zdporny néboj a velmi
malou hmotnost. Diky zdpornému néboji elektront je mozné je urychlovat pomoci elektrického

napéti U a tim ziskat kinetickou energii podle rovnice (2)(Nebesatova, 2001):
1 2
el = Smv (2)

m - hmotnost elektronu (9,109x1073 kg)
e - naboj elektronu (1,602x102° C)

U - urychlovaci napéti (V)

Vv - rychlost elektronu

3.1.2 Vady elektronového mikroskopu

Optické nedokonalosti elektronovych mikroskopli maji pfimy dopad na jejich rozliSovaci

schopnost. Tyto nedostatky, znamé jako aberace, se dé€li do tfi hlavnich kategorii:
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1. Sférickd aberace je zplisobena nedokonalosti Cofek. Zatfeni nepronikd cockou
rovnomérng, ale misto toho se soustfed’uje do riiznych bodu v zavislosti na tom, jak daleko od
sttedu Cocky zareni prochazi. To vede k tomu, Ze misto ostrého bodu se v obraze zobrazi
rozmazany kotouc. Sféricka aberace nartista s tfeti mocninou polovi¢ni thlové apertury a lze ji
Castecné kompenzovat pouzitim clony a silného magnetického pole (Vencelides, 2019).

2. Chromatickd aberace nastavd, kdyz elektrony maji na zacatku rtzné rychlosti
(analogicky k riznym vinovym délkam svétla u optickych mikroskopil), coz mé za nasledek
nejasné zobrazeni ve forme krouzku misto bodu. Tato aberace je zavisla na urychlovacim napéti
ameéni se s kazdou jeho zménou. Muze také vzniknout pii ztrat€ rychlosti elektronti pti interakci
s pozorovanym vzorkem. Pro zmenseni této aberace je mozné snizit koherenci svazku a zvysit
jeho monochromati¢nost (Delong a Drahos, 1958).

3. Osovy astigmatismus je vysledkem asymetrie v magnetickém poli a pfitomnosti
necistot, coz vede k riznym ohniskovym bodiim pro elektronové paprsky. K jeho korekci se
pouzivaji stigmatory, které jsou zvlastni magnetickd pole uréené¢ho sméru. V piipadé
skenovacich elektronovych mikroskopi (SEM) se korekce astigmatismu provadi pravidelng,

nekdy 1 nékolikrat denné (Delong a Drahos, 1958).

3.1.3 Zakladni charakteristika elektronovych mikroskopu

Jak jiz bylo zminéno vySe, existuji dva zdkladni typy elektronovych mikroskopt
transmisni a skenovaci. Oba mikroskopy potiebuji zdroj elektronii a vakuum ve vnitinim
prostoru, aby nedochéazelo k ndhodnym srazkam elektronti s molekulami vzduchu, které by
zmenily jejich smér a energii. Dale jsou oba mikroskopy vybaveny detektory pro detekovani
elektronti po interakci se vzorkem.

Prvni je TEM neboli transmisni elektronovy mikroskop. Slouzi pro zobrazeni vnitini
struktury vzorku pomoci detekce proslych elektronti. Pro jeho provoz je nutné velmi vysoké
urychlovaci napéti od 100-400 kV. Typicky vzorek pro TEM je tloustky pouze nekolik desitek
nanometrii a umoziuje pozorovani pii velmi velkém zvétSeni a s velkym rozliSenim. Zakladem
transmisniho elektronového mikroskopu je zdroj elektrontl, ktery vytvaii priméarni elektrony.
Tyto elektrony jsou pomoci konstrukce zdroje zformovany do svazku. Tyto elektrony maji
témet stejnou kinetickou energii dle rovnice (2), nasledné jsou urychlovany pomoci anody,
ktera soucasné usmérnuje trajektorii leticich elektronti. Elektromagnetické cocky drzi elektrony
na spravné trajektorii a zaroven je zaciluji tak, aby pfi priichodu vzorkem vytvotily stopu s co

nejmensim priimérem. Nasledné jsou elektrony prichodem projekénich ¢ocek usmériovany
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tak, aby jich vétSina dopadla na detektor. Nasledné je pomoci pocitace vytvoien obraz
snimaného vzorku (Williams a Carter, 2008).

Druhym typem elektronového mikroskopu je SEM neboli skenovaci elektronovy
mikroskop. SlouZzi pro zobrazeni povrchu vzorku pomoci sekundarnich elektronii (SE) a zpétné
odrazenych elektrontt (BSE). V mikroskopu se pouzivaji vyrazné nizsi urychlovaci napéti nez
v TEM, tady se pohybuji pouze 0,1 —30kV. Vzorek miize byt velky i n¢kolik cm, ale u velkych
vzorkll je pozorovana pouze jejich ¢ast. Jeho velkou vyhodou je velka hloubka ostrosti, diky
které Ize na 2D fotografiich pozorovat i jistou 3D informaci. Stejné jako v ptipadé¢ transmisniho
mikroskopu zde mame zdroj elektront, které jsou diky kladnému néboji anody urychlovany
adiky jeji konstrukci je formovana jejich trajektorie. Nasledné je elektronovy svazek
usmérilovan pomoci elektromagnetickych ¢ocek, aby dopadl na minimalni plochu vzorku
(Mohammed a Abdullah, 2018). Dale bude vice rozepsan SEM, ktery bude vyuZit pro
pozorovani v této praci.

Kazdy elektronovy mikroskop ma 7 hlavnich ¢asti. Patii mezi né: vakuovy systém, zdroj
elektronového svazku, manipulace s elektronovym svazkem, interakce svazku, detekce,
zpracovani signdlu, zobrazeni a zaznam. VSechny tyto ¢asti musi fungovat spolec¢né, aby bylo
mozné ziskat snimky vzorku dostate¢né kvality, zvétSeni, hloubky ostrosti, rozliSeni, kontrastu
a jasu (Dunlap a Adaskaveg, 1997).

Nasleduje struény popis kazdé z uvedenych ¢asti:

1. Vakuovy systém (obr. 1). Vakuum v elektronovém mikroskopu je naprosto zasadni stav pro
praci s elektronovym svazkem. Diky vakuu ve vnitinim prostoru je zamezeno ndahodnym
srazkam elektronii s molekulami vzduchu, které by zménily jejich smér a energii.

2. Zdroj elektront (obr. 2). Tento systém se nachazi v horni ¢asti mikroskopu a je zodpovédny
za generovani primarnich elektront tvoficich elektronovy svazek.

3. Systém manipulace s elektronovym svazkem (obr. 3). Tento systém se sklada
Z elektromagnetickych c¢ocek umisténych v tubusu mikroskopu. Tato ¢ast usmériiuje velikost,
tvar a smér elektronového svazku po celou jeho cestu az na povrch vzorku.

4. Systém interakce vzorku a elektronového svazku (obr. 4). Tento systém zahrnuje interakci
elektronového svazku se vzorkem a typy signalii, které 1ze detekovat.

5. Detek¢éni systém (obr. 5). Tento systém se mtze skladat z nékolika riznych detektort, z nichz
kazdy je citlivy na rizné energie / emise Castic, které se vyskytuji ve vzorku.

6. Systém zpracovani signalu je elektronicky systém, ktery zpracovava signal generovany

detektory a umoznuje dalsi elektronickou manipulaci s obrazkem.
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7. Zobrazovaci a zaznamovy systém (obr. 6) je v dne$ni dobé zastoupen pocitatem, ktery

umoznuje vizualizaci elektronického signalu a umoziuje ulozeni snimki.

Ad 1. Kli¢ové je prostfedi uvnitt tubusu elektronového mikroskopu. Bez dostateéného vakua
nelze generovat a kontrolovat elektronovy svazek. Pokud je pfitomen kyslik nebo jiné
molekuly, Zivotnost vldkna zdroje elektroni se dramaticky zkrati. DalSim tuskalim je, Ze
molekuly plynu v tubusu budou fungovat jako vzorky a kdyz budou tyto molekuly zasazeny
primarnimi elektrony, paprsek se rozptyli a nebude mozné kontrolovat jeho trajektorii az ke
vzorku umisténém v komote. Proto je zasadni fizeni a spravna funk¢nost vakuového systému.
Pti vyméné vzorkl pti oteviené komote musi byt paprsek vypnut a vldkno zdroje elektronii
izolovano od atmosféry tlakovymi ventily. Vakuum je ziskano odstranénim co nejvétsiho
mnoZstvi molekul plynu z tubusu a komory. Cim je vakuum vétsi, tim méné molekul plynu je
ptitomno. Atmosféricky tlak na hladiné mote se rovna 760 milimetra rtuti. Tlak 1 milimetru
rtuti se nazyva Torr. Vakuum v SEM musi byt pod 10 Torr, aby byla zajisténa jeho funké&nost.

Spousta mikroskopt v§ak pracuje pii vakuu 10 Torr nebo vys§im. Cim vyssi vakuum (¢im

niz$i tlak), tim 1épe bude mikroskop fungovat (Dunlap a Adaskaveg, 1997).

\ s B |
N ¥ “.‘\

Obrazek 1 - Vakuova vyvéva
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Ad 2. Zdroj elektronti se pouziva bud’ termoemisni nebo autoemisni. Nejcastéji pouzivany
termoemisni zdroj je ve form¢ katody se zhavenym wolframovym vlaknem. Toto vlakno je
voleno z divodu pfiznivych vlastnosti jako je vysoky bod tani (3653 K) nebo nizké hodnoté
vakua (107 Torr), které je nutné pro jeho provoz. Jeho nevyhodou je pomérné kratka Zivotnost
cca 1-2 mésice. Konstrukce nejbéznéjsiho zdroje elektront je na obrazku 2. Sklada se z katody,
jejiz ¢asti je wolframové vlakno ve tvaru pismene V. Tato katoda je umisténa ve Wehneltove
valci a pod Wehneltovym valcem je umisténa anoda. Na vysledny paprsek ma vliv spousta
okolnosti, at’ uz geometrie samotné¢ho vldkna, jeho stfedové umisténi vici otvoru ve
Wehneltové valci, ale i vzdalenost vlakna od valce a spousta dalSich faktord. Elektrony se
zaCinaji emitovat pii ohtati dratku na teplotu 2800 K. Cilem je, aby elektrony ziskaly takovou
energii, ze budou schopné piekonat sily, které je drzi v jadrech wolframu. Nasledné jsou
elektrony urychleny anodou a zformovany otvorem ve Wehneltové valci. Dale pokracuji na své
cesté ke vzorku skrz elektromagnetické Cocky a civky, které paprsek formuji a usmérnuji.
Dalsim termoemisnim zdrojem elektrontt mize byt katoda z LaBs (hexaborid lantanu), ktera
ale potiebuje pro sviij provoz vyssi hodnotu vakua (10 Torr). Jeho vyhodou je mnohem delsi
Zivotnost cca lrok. Mezi autoemisni zdroje patii FEG, coZ je studené wolframové vlakno
vyleptané do velmi ostrého hrotu, nebo Shottkyho katoda, kde je k nosnému vlaknu z wolframu
privafeno orientované monokrystalické vldkno s hrotem. Potiebné vakuum pro tyto autoemisni

zdroje se pohybuje mezi 10 — 10°° Torr (Hafner, 2007).

UV Y7

V nebo | J nebo

Obriazek 2 - Typy zdroji elektronii, Zdroj: (Anon. [b.r.])

Ad 3. Systém manipulace s elektronovy svazkem. Pohyb elektronti mize byt fizen dvéma
zpusoby - elektrostatickymi poli a elektromagnetickymi poli. Zatimco v elektronovém zdroji

mame elektrostatické pole, které¢ vznika umisténim negativniho a pozitivniho pole blizko sebe,
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coz je v pripadé SEMu katoda v podobé wolframového vlakna a anoda umisténa pod
Wehneltovym valcem. V ostatnich ¢astech SEM fidime elektrony pomoci elektromagnetickych
cocek. Vétsina elektronovych mikroskopti pouziva nekolik elektromagnetickych ¢ocek nad
sebou umisténych v tubusu. Kazda z téchto cocek ma svou nezastupitelnou funkci. Nékteré nam
zmens$uji velikost paprsku, nékteré jsou pro korekci astigmatismu. Astigmatismus je vada, ktera
zpusobuje Spatnou kvalitu obrazu tim, Ze elektronovy svazek neni kruhovy, coz jednak snizuje
rozliSeni a jednak nam to zpusobuje deformaci sledovaného obrazu. Proto je v tubusu nékolik
cocek, které slouzi pravé pro korekci astigmatismu. Na konci tubusu je koncova kondensorova
cocka. Tato Cast je velmi dilezita, protoze nam pomoci protilehlych magnetickych civek
umoznuje skenovani vzorku v osach X a Y. Z této posledni ¢asti vychazi i ndzev skenovaciho
neboli rastrovaciho anebo také tadkovaciho mikroskopu. Mikroskop totiz skenuje vzorek
v fadcich od levého rohu doprava a pak klesne o jeden fadek dold. ZvétSeni v elektronovém
mikroskopu fidime pomérem velikosti elektronového svazku na rozmér pozorované oblasti
vzorku. S menSim zvétSenim pozorujeme vétsi oblast vzorku a obracené s vétSim zvétSenim
mensi oblast vzorku. ZvétSeni sledované oblasti je mozné dosdhnout dvéma zplisoby, bud’
pouze pomoci softwaru, kde nastavime zvétSeni, které pottebujeme, nebo pomoci pohybu
vzorku v ose Z. Kdyz zmenSime pracovni vzdalenost, docilime také vhodného zvétseni. Dalsim
prvkem k ovladani svazku jsou clonky umisténé v tubusu. Clonky jsou vlastné soucastky
s rizn€ velkym kruhovym otvorem, skrz ktery ndm svazek prochéazi. Clonky fidi prichod
elektronii bez jakéhokoliv pohybového usmérnovani, jako tomu bylo pfi prichodu
elektromagnetickymi ¢ockami. V ptipadé pouziti clonky s 20 pum otvorem nam projdou
elektrony, které se odchylily od stfedu paprsku pouze o méné nez 10 um. Ty, které se odchylily
vice, jsou zastaveny t€lem clonky. Velikost clonky je volena podle zdmé&ru pozorovani vzorku.
Pokud chceme vysoké rozliSeni, je spravnou volbou clonka s co nejmensim otvorem, pokud

naopak cilem neni co nejvyssi rozliSeni, pouzijeme clonku vétsi (Jeol, [b.r.]).
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Obrazek 3 - Systém manipulace s elektronovym svazkem, Zdroj: (Anon. [b.r.]) vztaZeny ke konstrukci SEM

Ad 4. Primarni elektrony generované zdrojem a usmérnéné az ke vzorku mohou mit Ctyfi
interakce se vzorkem. Diky jejich zapornému naboji mohou interagovat s elektrony
V atomovém obalu atomi prvkl samotného vzorku, tak i s jadry téchto atomi. Tyto interakce
mohou byt pruzné a nepruzné. Pruzné srazky jsou takové, pfi kterych se méni smér pohybu
primarnich elektrond, ale zachovava se jejich energie. Tyto pruzné srazky vnikaji pfevazné pfi
srazkach primarnich elektrond s jadry atomovych jader atomti ve vzorku. Nepruzné srazky jsou
ty, pti kterych se méni smér pohybu primarnich elektronti a jejich energie postupné klesa,
protoZe je predana dalsim elektrontim, s kterymi PE interagovaly (Wandrol, [b.r.]).

Interakce se vzorkem 1 — STEM znamend, Zze primarni elektrony neinteragovaly
S zddnym jinym elektronem v atomovém obalu atoml vzorku, proto proSly skrz vzorek,
neabsorbovaly se, byly detekovany a pfispé€ly k celkovému obrazu vzorku (Némecek, 2017).

Interakce se vzorkem 2 — BSE znamend, ze primarni elektrony byly rozptyleny
Vv elektrickém poli dalSich elektrontl, od kterych byly odpuzovany nebo odrazeny od kladného
jadra. Tyto elektrony neptichdzi téméf o zaddnou energii, a proto jsou schopny doletét pomérné
daleko od mista svého dopadu na vzorek. Tyto elektrony jsou detekovany pomoci BSE
detektorti, které jsou zpravidla umistény tésné pod objektivem mikroskopu (Némecek, 2017).

Interakce se vzorkem 3 — SE znamend, Zze primarni elektron narazil na elektron atomu

vzorku a predal mu ¢ast své energie. Tento elektron atomu tak mtize ziskat vyssi energetickou
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hladinu nebo je zcela uvolnén z atomu. Takto uvolnéné elektrony se nazyvaji sekundarni
elektrony a detekujeme je pomoci SE detektoru, ktery diky své katod¢ odsava sekundarni
elektrony nad vzorkem. Cim vice SE je zachyceno, tim je zobrazeny bod svétlejsi. Diky tomu
ziskame ,,topografickou” mapu vzorku. Sekundarni elektrony mohou vzniknout jednak jiz
zminénou interakci primarniho elektronu s atomovym obalem, ale také pii interakci BSE
s atomovym obalem a nakonec i interakci BSE s vnittkem komory (Némecek, 2017).

Interakce se vzorkem 4 — EDX znamena, Ze se po uvolnéni elektronu z dané energetické
hladiny na dané misto dostal elektron, ktery byl ptivodné na vyssi energetické hlading a pii jeho
presunu do této nizs§i hladiny doslo k uvolnéni charakteristického rentgenového zareni, kdy
energie fotonu tohoto zareni se rovna rozdilu prislusnych energetickych hladin. Toto zafeni se
detekuje pomoci EDX detektoru, ktery ndm ukazuje prvkovou analyzu slozeni vzorku.
V nékterych ptipadech jsou uvolnény i Augerovy elektrony. Ty jsou specifické tim, ze po jejich
uvolnéni z atomového obalu zlstava jejich misto neobsazené. Tento elektron ziskal energii
elektronu, ktery ji odevzdal pii pifechodu na niz$i energetickou hladinu. V elektronovém
mikroskopu ndm vznika i1 katodoluminiscence zpisobend nepruznymi srazkami. Pii nepruzné
srazce je Cast energie primarniho elektronu pfeddna jinému elektronu, ktery se diky tomu
dostane na vyssi energetickou hladinu. Pti pfesunu zpét na nizsi energetickou hladinu se emituje
zateni o frekvenci rovné rozdilu energii danych energetickych hladin. Timto zptisobem miize
byt emitovano zafeni ultrafialové, infracervené, ale i viditelné lidskym okem (Mohammed
a Abdullah, 2018).

Kazda z uvedenych interakci ndm pomoci detektorti fika o vzorku odlisnou informaci,
nebot’ ziskané detekované elektrony interagovaly se vzorkem v odlisSnych hloubkéach vzorku.
SE neboli sekundarni elektrony nam piedavaji topografické informace, interakce se vzorkem
~100 nm. BSE neboli zpétn¢ odraZené elektrony nam signalizuji atomova ¢isla a fazové rozdily
vzorku, interakce se vzorkem ~500 um. Augerovy elektrony nam fikaji 0 atomovém sloZeni
povrchu, interakce se vzorkem ~1 nm. Katodoluminiscence piedava informaci o elektronovém
stavu vzorku, interakce se vzorkem ~1-5 um. TEM nam umoziuje ziskat morfologické

informace o vzorku (Némecek, 2017).
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Obrazek 4 - Hloubka a prostor interakci elektroni se vzorkem, Zdroj: (Anon. [b.r.])

Ad 5. Jak bylo uvedeno vyse, kazdy SEM ma detekéni systém. Tento systém se sklada
Z jednotlivych detektort, které jsou na SEM namontované. Ne kazdy mikroskop ma vSechny
typy detektort. Kazdy uZivatel si voli pfi ndkupu mikroskopu, jaké detektory ve vybaveni
mikroskopu bude mit. Také se li§i konstrukce jednotlivych detektorl, jak mezi jednotlivymi
detektory, tak i mezi stejnymi typy detektord v zavislosti na vyrobci. Detektory mohou byt
tubusové 1 komorové, statické, nebo s pohybem umoziujici pfibliZzeni detektoru ke vzorku.

SE detektor, je detektor sekundarnich elektronti, tento detektor je ve vybaveni kazdého
elektronového mikroskopu. Detektor SE pfitahuje pomoci miizky s potencialem +200 V
sekundarni elektrony, které po vstupu do usti detektoru jsou urychleny pomoci 10 kV na
scintilator. Po zasazeni scintilatoru vznika emise fotond. Tyto fotony pokracuji pies svétlovod
az k fotonasobici, ktery znasobi mnozstvi kazdého fotonu a tim zesili ptivodni signal. Velikost
zesileni signdlu je fizena regulaci napéti. Mnozstvi sekundarnich elektronti zavisi na thlu
dopadu primarnich elektronli na vzorek. Pti vétSim uhlu se zvétSuje interakéni objem, a to
zpusobi, ze hrany a Sikmé povrchy jsou na vysledném obraze svétlejsi nez plocha mista. Diky
tomu vznika dojem 3D zobrazeni povrchu vzorku (Dunlap a Adaskaveg, 1997).

BSE detektor je detektor zpétn¢ odrazenych elektrontl. Jsou to elektrony vznikajici pfi pruznych
srazkach s atomy vzorku. Tento detektor nam ukazuje materialovy kontrast, ktery je zptisobeny
tim, Ze prvky s vyssim atomarnim ¢islem se na vysledném obraze zobrazi jako svétlejsi nez

prvky s niz§im atomarnim ¢islem.
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TE detektor, je detektor proslych elektron. Tento detektor se pouzivd V transmisnich
elektronovych mikroskopech a jeho pomoci se ziskava morfologické slozeni vzorku.

EDS detektor, je detektor charakteristického RTG zafeni. Slouzi ke zjisténi chemického slozeni
vzorkl. Vysledkem pouziti tohoto detektoru je graf s piky, které ndm zobrazuji spektrum
¢etnosti RTG signalu. Vyska piki jednotlivych prvkl je imérné koncentraci daného prvku ve
vzorku.

EBSD detektor, je detektor zobrazujici difrakci zpétné odrazenych elektronti. Tento detektor je
pouzivan pro krystalografické analyzy, protoze diky jeho pouziti je mozno zjistit orientaci
krystalové mtizky vzorku.

CL detektor — je detektor zachycujici katodoluminiscenci, tedy svétlo emitované ze vzorku.

Toto svétlo mize byt prakticky z celého spektra tedy ultrafialové, viditelné 1 infracervené.

Obrazek 5 - Detektory v komoife SEM

Ad 6. systém zpracovani signalu za¢ina zesilova¢em umisténym v detektoru a kon¢i obrazem,
ktery vidime na obrazovce. Signal ziskany v SEM je pfetransformovan do pixeld, které ndm

zobrazuji obraz na obrazovce monitoru. Pixely jsou body, které mohou mit barvu od ¢erné po
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bilou. Diky pfifazeni hodnoty kazdému pixelu ziskdme seznam c¢isel, které¢ ndm vytvoii obraz.
Obraz prohlizime na zéklad¢ jasu a kontrastu. Jas je skute¢na hodnota kazdého pixelu, coz
znamena, ze pixel s hodnotou 70 bude jasnéjsi nez jiny s hodnotou 20. Kontrastem je rozdil
mezi dvéma pixely. Pokud budou dva pixely blizko u sebe jeden s hodnotou 30 a druhy
s hodnotou 32, kontrast mezi nimi jsou 2 jednotky, coz je velmi nizky kontrast, pokud ale
budeme mit hodnoty pixelt dal od sebe, tieba 30 a 80, bude kontrast vyssi. Ovladani jasu nebo
také irovné ¢erné tidi jas celkového zobrazeni. Toto ovladani vezme kazdy pixel a ptida nebo
odecte n¢&jakou hodnotu. Z toho plyne, Ze pokud by ptivodni hodnota pixelu byla 5 a ovladani
jasu by bylo zvySeno o Ctyfi, pak vysledna hodnota bude 9. Ovsem také by to zptsobilo, ze
vSechny hrani¢ni pixely vzdalené od limitu o Ctyti by ziskaly vSechny stejnou hrani¢ni hodnotu.
To znamena, Ze kdyZ je hodnota nad nebo pod viditelnym spektrem, dojde K jejimu ofiznuti na
nejblizsi hodnotu, kterd bude zobrazena. Ovladaci prvek kontrastu neboli zesileni nastavuje
zesileni detektoru sekundéarnich nebo zpétné odrazenych elektronti. Se zvySenym zesilenim se
zvySuje nasobeni fotondsobi¢em a zesiluje signal. Diivodem, pro¢ je napéti na fotonasobici
oznacované jako kontrola kontrastu je, Ze kdyZ mame vedle sebe dva pixely a jeden mé hodnotu
5 adruhy 10, je mezi nimi rozdil pouze 5 jednotek. Pokud ovSem zvySenim kontrastu zvySime
napéti na fotonasobici a tim ziskame tfeba 3x takovy nésobici faktor, budou nové hodnoty
pixelt 15 a 30 a jejich rozdil tedy bude také 3x vyssi, a tedy Iépe rozeznatelny na vysledném
obrazu. Upravy jasu a kontrastu jsou tedy vlastné hlavnimi ovladacimi prvky nastaveni
zobrazeni snimku vzorku a také vétSinou jediné, které jsou ladéni snimku pouzity. Obcas mizZe
byt pro ladéni snimku vyuzito riznych ptidavnych zatizeni nebo matematickych funkci pro

vyhlazovani snimki, dopocitavani bodu, atd. (Wandrol, [b.r.]).
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Obrazek 6 - Zobrazovaci systtm SEM

Ad 7. Zobrazovaci systém je slozeny ze dvou casti - pocitate a software na ném
nainstalovaném, ktery ndm umoznuje ovladat elektronovy mikroskop a zaroveil nastavovat
parametry obrazu jako je jas, kontrast, rozliSeni, zvétSeni, hloubku ostrosti, Sum a celkové
nastavit vyslednou kvalitu potizené¢ho snimku.

Jas, jak jiz bylo uvedeno diive, urcuje hodnotu kazdého pixelu, které ndm tvoti vysledny obraz.
Cim jsou hodnoty jasu vysi, tim je obraz jasngjsi.

Kontrast, také uveden dfive, je rozdilem hodnot mezi pixely ziskanym pomoci zesileni napéti
na fotonasobici (Wandrol, [b.r.]).

ovlivitujicim rozliSeni je bodova velikost paprsku na vzorku. Mezi dalsi faktory patii velikost
clonky, pracovni vzdalenost vzorku, napéti, proud a kruhovitost paprsku.

Zvétseni je funkce, ktera nam ovliviiuje velikost snimané oblasti. Jak bylo uvedeno dfive,
velikost je mozné ovlivnit pracovni vzdalenosti nebo elektromagnetickymi ¢o¢kami. V SEM je
mozné pofizovat i obrazy s vét§sim zvétSenim, neZ je schopnost rozliSeni. Takovému zvétSeni
se tika prazdné, protoze nam neposkytuje dal$i nové informace o vzorku plynouci z tohoto
zvétseni (Némecek, 2017).

Hloubka ostrosti se nazyva oblast pfijatelné ostrosti, kterd se nachazi pfed a za bodem naseho
zaostfeni. Je to funkce vzdalenosti vzorku a objektivu. Pfiblizenim vzorku k objektivu pomoci
upravy pracovni vzdalenosti je mensi hloubka ostrosti a vyssi rozliSeni, naproti tomu ¢im dale

je vzorek od objektivu, tim vyssi bude hloubka ostrosti a niz$i rozliseni.
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Sum je jas pozorovany na obrazu, ktery neni vysledkem interakce primarnich elektronti se
vzorkem. Zobrazuje se jako ,,snih* na obrazu. Tento stav nastava, kdyz se nam nepfiznive zvéEtsi
pomér signalu z elektronického Sumu systému a je vétsi nez signal ze vzorku. Jsou dva zpusoby,
jak tuto situaci fesit, a to zvySenim signalu ziskaného ze vzorku nebo snizenim elektronického
Sumu. ZvySeni signalu je mozné zvétSenim clonky, zvySenim predpéti, nebo tieba
prodlouzenim doby skenovani. Kdyz je prodlouzena doba skenovani, zvysi se doba rastrovani
vzorku a tim se zvysi pomér signalu k Sumu. Fotonasobi¢ je jednim z hlavnich generatort
elektronického sumu. Cim vice napéti, tim vy$si zesileni signalu ale i navy$eni Sumu. To se
nam zobrazi jako zrnity obraz. Vzdy je proto tieba najit kompromis mezi zesilenim signalu,
délkou skenovani a dal$imi faktory, aby bylo docileno co nejlepSiho obrazu (Nebesarova,
2001).

Obrazky potizené pomoci SEM jsou monochromatické, coz znamena ve stupnich Sedi.
Je to zplisobeno tim, Ze vlinova délka elektronii je mnohem mensi nez vinova délka viditelného
svétla. Proto veskeré barevné obrazky ze SEM, které nalezneme, jSOu obarveny pomoci
postprocesingu (Nebesaiova, 2001).

Nedilnou soucasti elektronového mikroskopu je goniometricky stolek (obr. 7). Nachazi
se Vv komote mikroskopu a miize byt bud’ soucasti komory, nebo je uchycen ke dvefim
mikroskopu, pricemz vyjizdi soucasné s dvefmi pii otevieni komory. Stolek slouzi k pfichyceni
vzorku, ktery budeme v mikroskopu pozorovat. Zpravidla jsou na lozné plose stolku udélané
otvory, do kterych se zasunuje Cep stubu, coz je drzdk vzorku. Uchyceni stubu za ¢ep je velmi
vhodné, protoZe stolek ma mnoho moznosti pohybu. Pohybuje se v osach X, Y, Z, ale je mozné
ho i naklapét a rotovat. Pravé kvili naklonu je vhodné uchyceni stubu za ¢ep, aby nedoslo k jeho

padu na dno komory (Dunlap a Adaskaveg, 1997).

26



Obrazek 7 - Goniometricky stolek v komore SEM

3.1.4 Vzorky pro elektronovou mikroskopii

Vzorky pro pozorovani v SEM musi spliiovat ur¢ité parametry, aby bylo mozné jejich
pozorovani a zaroven nam neznicily mikroskop. Vzorky vhodné pro pozorovani v mikroskopu
by mély byt Cisté bez cizorodych kontaminaci, stabilni ve vakuu, stabilni pfi ozafeni
elektronovym svazkem. Také by mély emitovat dostate¢ny signal a pfi interakci s primarnimi
elektrony by se nemély nabijet (Meyer et al., 2004). Z vyse uvedeného vyplyva, ze vzorky musi
byt suché, aby nedoSlo k jejich zniceni v dasledku rychlého odpafeni vody diky vakuu
a zaroven ke kontaminaci komory odpatenou vodou s dal§imi t€kavymi latkami, ptipadné az ke
zni¢eni mikroskopu (Nebesarova, 2001). VSeobecné se vzorky budou délit na organické
a anorganické a ty dale na vodivé a nevodivé. Optimalni samoziejmé je, kdyZ mizeme
pozorovat vzorky V jejich pfirozeném stavu S pouze minimalnimi upravami, jako je pouze
zmenSeni rozméru a o€isténi. To plni vétSinou vzorky anorganické a vodivé, coz jsou vzorky
raznych kovi. Potom mame vzorky, které sice nejsou samy o sobé vodivé, ale jsou alespon
ptirozené suché. Patii mezi né napiiklad keramika, plasty nebo mineraly. Takové vzorky staci
pouze opattit vodivou vrstvou V tloust'ce 10-20 nanometrt a jsou pfipravené pro pozorovani
(Nebesarova, 2001). Nejkomplikovanéjsi je ptiprava biologickych vzorkt, které ptirozené
obsahuji vodu (Némec, 1962). Jednou moznosti je pozorovani takového vzorku ve specialné
upraveném elektronovém mikroskopu ESEM, coZ je environmentalni skenovaci elektronovy

mikroskop, ve kterém neni nutné pro provoz dosahnout tak vysokého vakua (Anon. [b.r.])
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(Anon. [b.r.]). Dal$i moznosti pro pozorovani ve standardnim SEM je pecliva piiprava vzorku,
ktera se sklada z nékolika krokd. V prvnim kroku je odebrani biologického materidlu. Nasledné
je nutné vzorek stabilizovat, aby nedoslo k jeho degradaci nebo tvarovym zménam v dasledku
dalsich uprav (Panshin a De Zeeuw, 1980). Nej¢astéji je pouzivana chemicka fixace nebo
zmrazeni. Zmrazené vzorky mohou byt prohlizeny piimo v mikroskopu, paklize v ném mame
patfi¢né prisluSenstvi, které nam vzorek udrzi zmraZeny po celou dobu pozorovani (Sader et
al., 2013). Dalsi moznosti je lyofilizace, kdy dojde k vysuSeni vzorku mrazem, aniz by doslo
k jeho destrukci. Dalsi druh biologickych vzorkt je mozné pouze vysusit vzduchem, abychom
zpusobem. Je potieba pouzit medium s nizkym povrchovym napétim, jako tfeba COo, a vzorek,
ktery je postupné napoustén rozpoustédlem se zvySujici se koncentraci. Rozpoustédlem muze
byt etanol, aceton nebo jind chemikdlie. Nasledné je vzorek vloZen do tlakové komory
a rozpousteédlo ve vzorku je diky tlaku nahrazeno plynem. Nasledné dojde ke zvySeni teploty
v komoie na teplotu, pii které se zkapalnény plyn opét zméni ve svou plynnou fazi bez zmény
objemu, hustoty nebo sil povrchového napéti. Diky tomu dojde k vysusSeni vzorku bez jakékoliv
jeho deformace (Némec, 1962). Nasledné je vzorek upevnén na stub za pomoci oboustranné
vodivé lepici pasky nebo vodivym lepidlem. Nakonec je vzorek opatfen vodivym povrchem,
kterym muZe byt uhlikovy povlak nebo vrstva kovu. Z kovil se nejcastéji pouziva zlato, platina,
nebo slitina platiny a paladia (Mamonova, 2018).

Naneseni vodivé vrstvy se da provadét tiemi zdkladnimi zpiisoby. Prvnim z nich je
vakuoveé napatfovani. Je to metoda, pii které se kov zahteje na teplotu, pii které se z n¢j zacinaji
uvoliiovat molekuly, které¢ pfi dopadu na vzorek o chladnéjsi teploté¢ kondenzuji. Cela tato
operace musi probihat pfi vysokém vakuu v naparovaci komote. Dalsi dilezitou podminkou je,
aby vzorek byl napafovan za rotace, aby vodiva vrstva byla rovhomérna po celém vzorku.
Druhy zpiisob je iontové naprasovani. Pro tento zplisob jsou potieba ionty plynu, které vznikaji
piiionizaci plynu. Nasledn¢ jsou elektrony ptitahovany katodou, kde se srazi s kovem pouzitym
pro vznik vodivé vrstvy. Z tohoto kovu ionty vyrazi ¢astice, které op€t nardzi do kovu az
nasledné vznikne mrak castic, které obali vzorek rovnomérnou vodivou vrstvou. Tretim
zpisobem je impregnace. Impregnace je chemickd metoda naneseni vrstvy kovu na vzorek.
Tato metoda je vhodna v ptipadech, kdy nemame k dispozici specialni napafovaci aparaturu,
nebo je vzorek alespon ¢astecné vodivy. Nejpouzivanéj$im zplisobem je vyuziti reakce kyseliny
tanové a osmia, kterd se oznaCuje jako TAO, nebo schopnosti thiokarbohydrazidu vazat
osmium, oznaceni této metody je OTO. A teprve po provedeni vSech téchto krokti je vzorek

piipraven pro pozorovani (Nebesaiova, 2001).
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V piipad¢ této prace budou pouzity vzorky dfeva. Dievo je sice biologicky material, ale
pro jeho pfipravu bude stacit jeho fadné vysuSeni. Dale by bylo vhodné, a pro praci
v mikroskopu jednodussi, ho opattit vodivou vrstvou. Cilem této prace je ale pozorovani dieva
praveé bez vodivé vrstvy pouze za pomoci nastaveni mikroskopu. Proto nasim vzorkem bude

vysusené Cisté dievo, pfipevnéné na stub pomoci oboustrann¢ lepici uhlikové pasky.

3.1.5 Nabijeni nevodivych vzorku

Nabijeni vzorku je jev, ktery vznikd nahromadénim elektroni ve vzorku a jejich
nekontrolovanym vybojem. To mlze zplsobit nezadouci artefakty v obrazu vzorku. Kdyz je
pocet dopadajicich elektroni vyssi, nez pocet elektronii unikajicich ze vzorku, pak se na
povrchu vzorku vytvofi zaporny ndboj v misté, kde paprsek dopadd na vzorek. Tento jev
zpisobuje fadu neobvyklych jevi, jako je abnormalni kontrast, deformace obrazu nebo posun
obrazu. N¢kdy miize nahly vyboj elektront z nabité oblasti zptsobit svétlé zrnéni na monitoru.
Tyto stavy znemoznuji zachytit jednotny obraz vzorku (Chan et al., 1993). Velikost nabijeni
zavisi na velikosti energie elektrond a na poctu elektroni dopadajicich na vzorek. Energie
elektronti souvisi s urychlovacim napétim (tj. vysoké kV = vysoké energie), takze snizenim
urychlovaciho napéti muzeme snizit velikost nabijeni. Pocet elektroni souvisi s fadou
parametr, ale obecné snizenim poctu elektrond, naptiklad zménou velikosti clonky, snizenim
proudu, zaZenim paprsku, také miizeme pomoci snizit nabijeni vzorku (Cazaux, 2004).

Cestou pozorovani nevodivych vzorki pii vysokém vakuu v elektronovém mikroskopu
by mohlo byt vyuziti kritické energie, pii které je mnozstvi emitovanych elektronti ze vzorku
rovno mnozstvi dopadajicich primarnich elektrontd (obr. 8). To zpusobi, ze se vzorek nebude
nabijet a bude mozné provést jeho pozorovani (Frank, 2016).

Tato cesta vychazi z jednoduchého modelu nabijeni tenké desky na povrchu vzorku,

Casova konstanta nabijeni ovliviiujiciho obraz (3):

Ea EC2
Tc = 2,5 —e Ip(l—ﬂ) (3)

€ - permitivita vzorku
a - primér zorné¢ho pole
Ip - primarni proud

n - vytézek BSE
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Obrazek 8 - Zavislost celkového vytézku elektronii na energii dopadu, Zdroj: (Zobacova a Frank, 2003)

E > Ecz:
6 < 1, zaporny povrchovy ndboj a potencial, posun pracovniho bodu do A pro kone¢nou
vodivost, respektive do Aco pro nulovou vodivost
E <Ecz:
¢ > 1, kladny povrchovy naboj a potencial. Pracovni bod A’: nabity povrch pfitahuje zpét SE
E <Ecu:
metastabilni, spontdnné bud’ zrcadlovy obraz nebo — A’

V oblasti mezi Eci1 a Ec2 redukované nabijeni, optimum pro E=Ec2 (Frank, 2016).

Nabijeni vzorkt mize byt feSeno mnoha zpiisoby. Jeden z ptistupti pro TEM je ptiprava
grafenové membrany, na kterou je nasledn€ umistén vzorek. Grafen diky své vysoké vodivosti
stahne naboj ze vzorku, ktery je nasledn€ mozné pozorovat pii vysokém rozliSeni, bez vodivé
povrchové vrstvy (Sader et al., 2013).

Pii pozorovani vzorka Skrobu, byly tyto vzorky potazeny vodivou vrstvou ze slitiny
zlata s palladiem. Pro pozorovani SE detektorem musely byt pouzity nizsi urychlovaci napéti,

aby bylo snizeno nabijeni, to ovSem zpusobilo niz$i kontrast vyslednych obrazkt. Zaroven ale
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bylo zjisténo, ze pti pozorovani BSE detektorem, obrazky nabijenim ovlivnéné nebyly i pfi
vysokych urychlovacich napétich (Kim et al., 2008).

V dalsi praci je feSeno nabijeni vzorku pii EDS analyze. Pii této analyze se vétSinou
pouziva povlakovani vzorku uhlikem pro mensi ovlivnéni prvkové analyzy. V této praci byl
proveden pokus na stejném vzorku, kde polovina byla potazena uhlikovym povlakem a druhé
zustala bez jakékoliv dalsi tipravy. Nasledna EDS analyza ukézala, ze v ptipadé nepovlakované
¢asti se v dusledku nabijeni vzorku neukazalo kompletni slozeni vzorku a nékteré prvky byly
nabijenim kompletné ,,zastinény*. Na druhou stranu se ale ukdzalo, Ze paklize nabijeni
nezpusobuje artefakty v obraze, je ovlivnéni EDS analyzy zanedbatelné (Miller, 1991).

Nekteti vyrobci mikroskopti si uvédomuji, ze nékdy je potieba pozorovat vzorky
Vv elektronovém mikroskopu bez ptidané vodivé vrstvy, a proto, aby ptredesli nabijeni vzorku,
pfidali do svych zafizeni funkci zpomaleni primarniho svazku elektronti, kterd umoznuje
pozorovat vzorek pfi vysokém rozliseni bez artefaktd z nabijeni.(Anon., [b.r.])

V dal$im vyzkumu bylo zkouméno pozorovani nepovrstvenych vzorkl v elektronovém
mikroskopu pravé na zakladé hledani kritického energie. Byla objevena metoda nalezeni
kritické energie z velkého mnozstvi sebranych dat zaznamenanych grafii zévislosti signalu na
Case. Kazdy graf zaznamenava ozatrovani vzorku od samotného pocatku ve dvourozmérné siti
bodl rozmisténych po plose, které¢ jesté nebyly ozafeny. Vysledkem je graf s ,nabijeci
ktivkou®, kterd znazoriiuje energetickou zavislost na ¢asu a signalu vztazenymi k asymptotické
hodnoté. Tato kiivka protind nulovou hladinu pfi optimalni energii elektronti, coz je pravé
energie, ktera umoznuje pozorovani vzorku bez nabijeni a vzniku artefaktd v obrazu. Kriticka
energie se méfi s presnosti +/-50 eV, pii primarni proudu 1nA a rastrovani je provadéno v Case
2 ps. Vysledkem této prace byl mimo jiné algoritmus, ktery zajistil automaticky sbér dat pti
hledani kritické energie a pofizeni snimkd bez artefaktti (Mika et al., 2003). Zaroven bylo
upraveno nastaveni v tubusu mikroskopu. Metoda je pouzitelna i na mikroskopu neupraveném
a pti hledani spravného urychlovaciho napéti a tim kritické energie ru¢né, jak bude provedeno

Vv této praci (Frank et al., 2001).
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3.1.6 Vybrané vzorky pro DP

Pro tuto praci byly vybrany vzorky dfev nasich i exotickych, aby bylo mozné zjistit, zdali
ma dievina vliv na pozorovani dieva v elektronovém mikroskopu. Mezi vybranymi vzorky jsou
akat, dub, jasan, javor, thermowood, smrk, IPE, merbau, massaranduba, garapa. Do vybéru byl
vybran klasicky smrk i thermowood pro zjisténi, zda ma né&jaky vliv na pozorovani termotprava

smrkového dieva.

3.1.6.1 Akat

Celym nazvem trnovnik akat je listnata dievina (obr. 9). Je to druh pro nasi oblast
S ptirozenou odolnosti proti abiotickym a biotickym c¢initelim. Tato dievina je jadrova,
Kruhovité porovita. Jadro ma zlutozelenou tmavou barvu, bél je naproti tomu velmi tizka. Dievo
akatu pfi minimalnim opracovani je ve form¢ kill pouzivano pro stavbu ohrad, jinak je
vyuzivano jako konstrukéni dievo pro silné namahani, na vyrobu oken, parket atd. Hustota

akatu je 761 kg/m® (Zeidler a Bortivka, 2016).

Obrazek 9 - AKkat - polotovar pro odbér vzorku

3.1.6.2 Dub

Celym nazvem dub letni/zimni je listnata dievina (obr. 10). Dievo dubt rostoucich u nas
od sebe nelze rozlisit. Dfevina s vyraznymi dfefiovymi paprsky. Diky vysokému obsahu
ttislovin ma dub charakteristicky pach. Pfi dlouhodobém skladovéni ve vodé dievo tmavne az
cernd. V této barevné varieté je nasledné prodavano pod obchodnim oznac¢enim bahenni dub.
Dfievina je kruhovité porovitd, jadro Siroké Zluto az tmave hnédé, bél tizka svétle hnéda. Dievo
dubu se pouziva na stavebni a konstruk¢éni pouziti v interiéru i exteriéru nebo pro vyrobu

nabytku, parket, dyh, sudil. Hustota dubu 702 kg/m?® (Zeidler a Bortivka, 2016).
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Obriazek 10 - Dub - polotovar pro odbér vzorki

3.1.6.3 Jasan

Celym nazvem jasan ztepily je listnata dfevina (obr. 11). Jadro jasanu se tvoii az
V pozdéj$im véku a Vv primyslu se jasanové dievo vyuziva bez jadra. Ma charakteristickou
rovnovlakennou texturu a jeho zvlastnosti je vinita a kvétovana kresba. Dievina je kruhovité
porovita, v ptipadé jiz vytvoreného jadra je toto jadro tmaveé hnéd¢, bél bila az svétle hnéda,
jedna se o dievo tvrdé a stiedné t¢zké. Pouziva se jako konstrukéni dievo pro silné namahéni
a pro vyrobu nabytku, dyh, parket, ale také pro vyrobu sportovnich potieb. Hustota jasanu
702 kg/m3 (Zeidler a Boriivka, 2016).

Obrazek 11 - Jasan - polotovar pro odbér vzorku

3.1.6.4 Javor

Celym nazvem javor klen/mléc¢ je listnata dfevina (obr. 12). Dfevo u nas rostoucich javort
od sebe nelze rozlisit. Ve dieveé se miize vyskytovat nepraveé jadro, obCas se mohou vyskytnout
nazelenalé dienové skvrny. Dievo je cenéno pro vinitou nebo ockovou kresbu. Dievina je
roztrousené porovitd bez rozliSitelného jadra, barva je bélava, nazloutld nebo nartizovéla
a dievo je lesklé. Opét se jednd o tvrdé a stiedné tézké dievo. Pouziva se na vyrobu stolnich
desek, obkladi, parket, nabytkové dyhy, ale i jako soustruznické a hrackaiské dievo. Hustota
javoru 623 kg/m?® (Zeidler a Bortivka, 2016).
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Obrazek 12 - Javor - polotovar pro odbér vzorki

3.1.6.5 Smrk

Celym nazvem smrk ztepily je jehli¢nata dievina (obr. 13). Jedna se o dfevinu u nas
nejvice zastoupenou. Smrk je charakteristicky obsahem vyzralého dieva a také je hlavnim
zdrojem rezonan¢niho diivi pro vyrobu hudebnich néstroji. Dievo je bez rozliSitelného jadra,
barvy bélavé az nazloutlé, s obsahem pryskyfi¢nych kanalki. Dievo je mékké a lehké s malou
odolnosti proti abiotickym a biotickym ¢initelim. Pouziva se jako stavebni a konstruk¢ni dievo
V interiéru i exteriéru - pro kompletni konstrukci budov, podlahova prkna, na vyrobu hudebnich
néstrojii, jako materidl pro vyrobu aglomerovanych desek. Hustota 441 kg/m® (Zeidler
a Bortivka, 2016).

Obrazek 13 - Smrk - polotovar pro odbér vzorkii

3.1.6.6 Thermowood — smrk

Thermowood je mezi vzorky zafazen pro zajimavost (obr. 14). Je samoziejmé znamé, ze
ani dievo ze stejného stromu, kdyz je odebrané z riznych mist, nemusi mit stejné vlastnosti.
A v piipadé¢ vybranych vzorkii rozhodné nejde o vzorek smrku a thermowood smrku ze stejného
stromu, dokonce ani mista vypéstovani. Proto porovndni vysledkid pifi pozorovani
Vv elektronovém mikroskopu je takiikajic moc nevypovidajici. Ale mohlo by byt zajimavé, jestli
drevo teplotn¢ upravené tak, aby ziskalo lepsi vlastnosti co se odolnosti tyce, bude mit hodnoty

pro pozorovani stejné jako smrk bez jakékoliv tupravy nebo néjakym smérem posunuté.
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Obrazek 14 - Thermowood - polotovar pro odbér vzorki

3.1.6.7 Ipe

Dtevina pochazejici ze Stiedni a Jizni Ameriky (obr. 15). Dfevo je velmi tvrdé a velmi
odolné. Jedna se o dievinu jadrovou. Jadro mé barvu od svétle do tmavozelené se zietelnymi
ptirustkovymi zonami, bél je tizka rozliSitelna od jadra, zluta az nacervenala. Pouziva se na
exteriérovy nabytek, konstrukce teras, vodni stavby, luky, Zelezni¢ni prazce, krajené dyky,

podlahy, parket atd. Hustota 1040 kg/m?® (Zeidler a Bortivka, 2019).

Obrazek 15 - Ipe - polotovar pro odbér vzorki

3.1.6.8 Merbau

Dtevina pochazejici z Jihovychodni Asie (obr. 16). Dievina je jadrova, barva jadra
Sedohnéda az ervenohnéda, bél 5-8 cm Siroka, svétle Zluta, piirtistové zony viditelné. Ve dieve
se objevuje stiidava tocivost vldken, je na dotyk mastné, bez lesku. Jadro velmi odolné, bél
naopak odolna malo. Pouziva se v interiéru i exteriéru, na krajené dyhy, hudebni nastroje,

mosty, prazce, parkety, schody, okna atd. Hustota 830 kg/m? (Zeidler a Bortivka, 2019).
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Obriazek 16 - Merbau - polotovar pro odbér vzorki

3.1.6.9 Massaranduba

Dtevina pochazejici ze Stfedni a Jizni Ameriky (obr. 17). Pro svij obsah biologicky
aktivnich latek mtze zpisobovat podrazdéni sliznic i pokozky pti opracovani. Pouziva se i pro
tézbu latexu, ktery je obsazeny v kiife. Jednd se o jadrovou dfevinu, jadro barvy vinové
a cervenohnédé, bel uzkd, odlisitelna od jadra, barvy nazloutlé nebo Sedortizové, ptirGstové
zO6ny malo zietelné. U dieva se vyskytuje stfidava toCivost vladken, je na dotyk mastné
a obsahuje pryskyfi¢né kanalky. Je velmi trvanlivé a odolné proti moiské vodé a hmyzu.
Pouziva se na vodni konstrukce, mosty, lod¢, parkety, schodisté, terasy, taga, smycce, Sindele,

krajené dyhy a spoustu dalsiho. Hustota 1100 kg/m?® (Zeidler a Boriivka, 2019).

Obrazek 17 - Massaranduba - polotovar pro odbér vzorki

3.1.6.10 Garapa
Dievina pochazejici z Jizni Ameriky (obr. 18). Dievina je jadrova, jadro barvy zluté
s jemnou strukturou, bél také barvy zluté, odlisitelna od jadra (Filho, 1970]). Vynika svoji

odolnosti, a proto se pouziva jako konstrukéni dfevo pro vyrobu hiideli, venkovnich teras,

obkladd, plota atd. Hustota 841 kg/m® (Andres et al. 2015).
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Obrazek 18 - Garapa - polotovar pro odbér vzorki

37



4 Metodika
Tato cast prace priblizuje postup ptipravy vzorku dieva pro hledani urychlovaciho napéti
Vv elektronovém mikroskopu. V druhé fazi je uveden postup samotného pozorovani a potizeni

snimki. A tieti faze obsahuje zptisob vyhodnoceni pofizenych snimki.

4.1 Priprava samotnych vzorku

V literarnim ptehledu byly uvedeny obecné informace k vybranym dievinam, které
v praci poslouzily jako vzorky pro pozorovani. Byly vybrani zastupci dfevin naSich
i exotickych, listnatych i jehli¢natych, aby v optimalnim ptipadé bylo zjisténo, které parametry
maji vliv pro nastaveni mikroskopu. Samoziejmé nelze vysledky generalizovat, protoze je
znamo, ze se vlastnosti dfeva li§i v ramci mista ristu, ale i v ramci mista odebrané dieviny

v jednom kmenu.

4.1.1 Priprava polotovari pro finalni vzorky do SEM

Pro tuto praci byly ziskany vzorky dievin ze spolecnosti zabyvajici se velkoobchodnim
prodejem difeva a dievénych materialt. Ziskané dieviny byly velikosti desek cca 300 mm
dlouhych, 120 mm Sirokych a 18 mm tlustych. ProtoZe pro praci v elektronovém mikroskopu
byly potieba vzorky o velikosti n¢kolika milimetrd, byl z kazdé dieviny vyiiznut hranolek
0 velikosti cca 10 x 10 x 100 mm (obr. 9-18). Tento hranolek slouzil k odebirani vzorka pro
pohled po vlaknech a kolmo na vlakna. Cilem bylo ziskat bezprasné vzorky s neporusenou
strukturou stavby dieva.

S ohledem na uskladnéni feziva ve skladovaci hale a jejich povrchovou &istotu byly
ziskané dfeviny nejprve opracovany na tlouStkovaci frézce, néasledné nafezdny pomoci
pokosové pily a fezné hrany zaciStény ru¢nim hoblikem. Vysledkem této operace byly
polotovary pro odbér vzorki jednotlivych druht dievin o velikosti cca 10 x 10 x 100 mm

s neznamou vlhkosti, které byly nasledné suSeny a déle upravovany.
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Obriazek 19 - RozloZeni polotovari v Petriho misce, umisténi do susarny

4.1.2 SuSeni polotovari pro finalni vzorky do SEM

Jak jiz bylo zminéno v predchozi ¢asti prace, vzorek do elektronového mikroskopu musi
byt suchy, jinak by diky vakuu doslo k odpafeni vody S obsahem extraktivnich latek do prostoru
komory a tim K jejimu znecisténi a také k poskozeni vzorku v disledku nejpiiméjsi cesty vody
ven ze vzorku. Vzorky byly zvazeny, nasledné umistény do Petriho misky a vloZeny do suSarny
nastavené na 103°C (obr. 19) (Klement a Panek, 2018). Po ¢tyfech hodinach byly vzorky
vyndany a okamzité zvazeny, nasledné vraceny na dalsi dvé hodiny do suSarny a poté opét
pfevazeny pro kontrolu, zdali se nebude hmotnost stale ménit, coz by znacilo, Ze vzorky stale
obsahuji vodu. V piipadé vzorkii vybranych pro tuto praci se jiZ hmotnost u tfetitho vazeni
neliSila od vazeni druhého. Z naméfenych hmotnosti byla zjisténa pivodni vlhkost jednotlivych

vzorki podle vzorce (4):

w =22 4100 (4)

Msp

w - vlhkost

My — hmotnost vody

Msp — hmotnost UpIné suchého dieva

Material pro odbér vzorku byl pfed ziskanim pro tuto praci uloZen ve stejném prostiedi,
proto bylo zajimavé zjistit, jak jsou jednotlivé dieviny hygroskopické, tj. jakou vihkost mély

rizné dieviny uskladnéné ve stejné skladovaci hale vystavené stejné vlhkosti (tab. 1).
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Tabulka 1 - Zaznam hodnot p¥i suSeni polotovari, vypocet piivodni vlhkosti

Cislo vVzorek Véha pred | Vahapo | Vdhapo| Hmotnost Piivodni
vzorku susenim[g] | 4h [g] 6h [0] vody [g] vihkost [%]
1 akat 7,910 7,420 7,420 0,490 6,604
2 dub 6,980 6,390 6,390 0,590 9,233
3 javor 7,715 7,035 7,035 0,680 9,666
4 jasan 8,770 8,005 8,005 0,765 9,557
5 smrk 5,015 4,540 4,540 0,475 10,463
6 thermowood 5,050 4,820 4,820 0,230 4,772
7 garapa 8,725 8,015 8,015 0,710 8,858
8 massaranduba | 12,210 11,165 | 11,165 1,045 9,360
9 merbau 8,615 7,915 7,915 0,700 8,844
10 IPE 14,370 13,210 | 13,210 1,160 8,781

Také byla ze vzorkl vypocitana pomoci vzorce (5) jejich hustota pro ptipadné zjisténi

vlivu na pozorovani vzorku v elektronovém mikroskopu (tab. 2).

p == %100 (5)

m — hmotnost vzorku
V — objem vzorku

Tabulka 2 - Vypocet hustoty jednotlivych vzorki

Cislo Rozmér | Rozmér | Rozmér Objem | Vaha po | Hustota
vzorku Vzorek a b ¢ [cm?] 6h[g] | [g/cm?]
[cm] [cm] [cm]

1 akat 0,943 1,01 10,123 9,641 7,420 0,770

2 dub 1,064 1,09 10,118 | 11,734 6,390 0,545

3 javor 1,031 1,072 9,874 10,913 7,035 0,645

4 jasan 1,01 1,078 10,142 | 11,042 8,005 0,725

5 smrk 1,027 1,197 10,14 12,465 4,540 0,364

6 thermowood 1,051 1,079 9,61 10,898 4,820 0,442

7 garapa 1,073 1,039 9,875 11,009 8,015 0,728

8 massaranduba | 1,082 1,029 9,764 10,871 11,165 1,027

9 merbau 1,04 1,019 10,151 10,758 7,915 0,736

10 IPE 1,199 1,041 9,718 12,130 13,210 1,089

4.1.3 Priprava findlnich vzorka pro SEM

Pfi ptipravé polotovari vypadaly plochy hranolkti po pouziti kotouc¢ové pily hladké

a Cisté, proto z nich byly za pomoci stolni pasové pily odtiznuty vzorky do SEM o tloust’ce cca
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1 mm a plose 4x4 mm. Tyto vzorky byly pfipevnény Sstranou opracovanou pasovou pilou na
stuby a vlozeny do elektronového mikroskopu. Bohuzel se ukazalo, ze plochy po kotoucové
pile z pohledu elektronového mikroskopu viibec hladké nejsou, struktura neni viditelna, protoze
plochy byly po kotou¢i vlaknité a vlakna ohnuta, piipadné vetiena do materialu (obr. 20). Takto
zhotovené vzorky byly tedy vyhodnoceny jako nevhodné pro pozorovani V elektronovém
mikroskopu. Zaroven bylo patrné nabijeni od $picek zvednutych vlaken jiz pfi nizSich napétich.

Tyto vzorky byly pouZity pro prvotni hrubé nalezeni rozsahu urychlovaciho napéti.

e | HFW dwell | HV 11/21/2023 WD det | magm  spot | srot | pressure F——300 um—
2.07mm 3.00ps 1.50kV 5:11:22PM 7.5mm ETD 100x 6.0 O0° | 2.25E-3 Pa

Obrazek 20 - Vzhled povrchu dubu po pouZiti kotoucové pily

Nasledné byl udélan pokus piipravy pozorovaci plochy za pomoci ru¢ni frézky a vzorek
opét odiiznut stolni pasovou pilou. Plochy po opracovani frézou kontrolou neozbrojenym okem
vypadaly hladké a lesklé. Nasledné byly vzorky nafoceny v optickém mikroskopu, kde
u nékterych dievin struktura vypadala neporusena, u jinych uz se dalo tusit, Ze ani tato volba
piipravy nebyla vhodna, jak se nasledn¢ opét ukazalo v elektronovém mikroskopu (obr. 21).

Proto i tento zpiisob ptipravy byl vyhodnocen jako nevyhovujici.
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% HFW dwell HV f30/2023 WD det . magHEd | spot F— 200 pm —
1.38 mm 300.00 ns | 1.30 kV 8! AN 5.9 mm ETD 150 x 3.0

Obrazek 21 - Vzhled povrchu dubu po opracovani frézou

Jako dalsi zpisob piipravy byl vybran na piipravu hladkych ploch vzorki mikrotom.
Mikrotom je pfistroj, ktery se pouziva na fezdni velmi tenkych fezli v tloustce nékolika
mikront. Bohuzel pro mikrotom je potieba polotovary pro odbér vzorkl specialné piipravit.
Primarné je urcen pro fezani relativné mekkych tkani, coz v piipadé vzorki dieva neni splnéno.
Proto bylo potieba vzorky pro mikrotom upravit, a to jejich plastifikaci. Zmékéeni prob&hlo
u smrku, thermowoodu, jasanu, javoru pouze za pomoci tfidenniho maceni ve vodé. V piipadé
ostatnich dievin tedy akatu, dubu, massaranduby, ipe, merbau a garapy za pomoci tfidenniho
varu Vv tlakovém hrnci. Teplota varu pii zvySeném tlaku dosahuje cca 120-130 °C, coz
z hlediska stavby dieva a odolnosti jednotlivych slozek vzorek nikterak neovlivni. Kritické
teploty degradace jednotlivych slozek jsou pro hemicelul6zu 200 °C, celulozu 300 °C, lignin
300 °C (Klement a Panek, 2018). Po plastifikaci polotovaru byly upnuty do mikrotomu kvadry
jednotlivych dievin o rozmérech cca 10x10x10mm (obr. 22) a jejich plochy sefiznuty ostrou
¢epeli. Cilem bylo ziskat neporusenou hladkou plochu pti¢ného a podélného fezu. To obnaselo
cca deset sefiznuti od ptavodni plochy, nez cilova plocha vzorku méla hladkou plochu
Vv optickém mikroskopu jako vyhovujici. Mezi jednotlivymi fezy bylo potteba §téteCkem vlhcit

fezané plochy. Po pfipravé budoucich pozorovacich ploch na mikrotomu bylo potieba
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s ohledem na fakt, ze vzorky byly vafeny a maceny, je Setrn¢ vysusit. Nejprve byly suseny na
vzduchu a nésledn¢ dosuSeny pomoci silikagelu umisténim ve vzduchotésném boxu
s dostate¢nym objemem silikagelu. Po vysuSeni bylo potfeba vzorky ztencit na stejnou tloustku
cca 1 mm. Toto ztenceni bylo docileno pomoci ru¢ni brusky, kdy vysuseny vzorek byl upnut
do ptipravku s chranénou ,,mikrotomovou‘ plochou, ktery zajistoval pfi ru¢nim odbrusovani
stejnou cilovou tloustku vsech vzorki. Takto pfipravené vzorky byly upevnény odbrousenou
plochou pomoci oboustranné lepici uhlikové pasky ke stubum (obr. 33) a zkontrolovany na
optickém mikroskopu, jestli nedoslo k jejich poskozeni vlivem suSeni a jestli plochy po

mikrotomu vypadaji hladce bez stojicich vlaken a kontaminaci.

,“.{ AR

Obrazek 22 - Upnuti polotovaru do mikrotomu
Nasleduje porovnani povrchli vzorkl z optického mikroskopu na 50x zvétSeni, vzdy na
prvnim misté povrch po kotoucové pile, na druhém misté povrch po fréze a na tfetim povrch

po mikrotomu (obr. 23 - 32).
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Obrazek 23 - Akat

Dub

azek 24 -

Obr

- Javor

azek 25

Obr
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Obrazek 26 - Jasan

Obrazek 27 - Smrk

Obrazek 28 - Thermowood
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Obrazek 29 - Garapa

Obriazek 30 - Massaranduba

Obrazek 31 - Merbau
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Obrazek 32 — Ipe

4.1.4 Shrnuti postupu pripravy vzorku

Jako nejlepsi a nejjednodussi piiprava pro pozorovani nepovrstvenych vzorkll dieva

Vv elektronovém mikroskopu se ukazal postup sestavajici z nasledujicich kroku:

1.
2.

Ptiprava polotovart o rozmérech cca 10x10x100 mm pro konecny odbér vzorka

U smrku, termowoodu, jasanu a javoru tfidenni maceni ve vodé€. Voda byla kazdy den
vyménéna. U ostatnich dievin — dubu, akatu, garapy, merbau, massaranduby a ipe
ttidenni var v tlakovém hrnci, kazdy den doplnéna voda a var probihal vzdy mezi 8
- 20 h, na noc byl var prerusen, ale vzorky ztistaly umistény v tlakovém hrnci.
Upevnéni vzorku do mikrotomu a za vlhéeni sefezavané plochy Stétcem s vodou
sefiznuti cca 10 vrstev pomoci ostrého bfitu mikrotomu na vzorcich pro ptficny
I podélny fez.

Pozvolné suseni jednotlivych vzorkd v mistnosti o 18 °C.

Dosuseni umisténim vzorkii do vzduchotésného boxu vyplnéného silikagelem

s detekci absorbované vlhkosti.

Upevnéni jednotlivych vzorkli pomoci oboustranné uhlikové péasky ke stubiim
(obr. 33).

Obrazek 33 - Finalni sada vzorki pr pozorovani v SEM
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4.2 Prace s elektronovym mikroskopem

Prace v elektronovém mikroskopu se da rozdélit na dva oddélené procesy. Prvnim je
pfiprava mikroskopu a umisténi vzorku do komory a druhym samotné pozorovani

v mikroskopu.

4.2.1 Priprava vzorki/mikroskopu pro pozorovani

Mikroskop je ovladan za pomoci ovladaciho rozhrani softwaru k mikroskopu. Nejprve
bylo potfeba mikroskop zavzdusnit, aby ho bylo mozné otevtit. Poté byly do oc¢islovanych
otvortl ve stoleCku umistény jednotlivé vzorky. Vyuziti stolecku a oc¢islovanych pozic bylo
velice vyhodné pro nasledné pozorovani. V softwaru mizeme pouzit navigaci v pravém panelu
dole a pouze dvojklikem mysi na konkrétni ¢islo se vzorek premistil pfimo do osy svazku (obr.
37, bod 2). Po umisténi vzorki do otvort stole¢ku byly dvefe zavieny a spusténa vyvéva pro
dosaZeni potfebného vakua v komote. Hodnota vakua Ize kontrolovat ve spodnim panelu okna

ovladaciho rozhrani. Ve chvili, kdy ikona na monitoru indikuje dostate¢né vakuum - zezelena

(obr. 35), 1ze pustit elektronovy svazek a zacit s vlastnim pozorovanim.

~~~~~

Obrazek 34 - Umisténi vzorki po vloZeni do komory
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Scan Rotation 7 8

Scan Rotation E]*' LQ°— H

Detectors 1 -3
0.00 %

Contrast [ ‘ l_l—_ll ’ ]

56.64 %

Brightness | ¢ [u] 3

| & 7:18 AM

Obrazek 35 - Ikona signalizujici dostatecné vakuum v komoi‘e pro spusténi svazku

4.2.2 Pozorovani vzorka v SEM

V elektronovém mikroskopu lze ménit mnoho parametrti, mezi které patii rozliseni, dwell
time, urychlovaci napéti, proud, zvétseni, pracovni vzdalenost, clonka a dalsi. Proto byly pro
tuto praci nékteré z nich vybrany jako pevné, neménné a ostatni jako variabilni.

Variabilni parametry:

1. Urychlovaci napéti (obr. 36, bod 1) — ovliviluje energii elektront, pfi vétsim
urychlovacim napéti ziskdme vétsi rozliSeni za cenu vétsiho radia¢niho poskozeni
vzorku. V piipadé¢ této prace, kdy pfedmétem pozorovani byly nevodivé vzorky, bylo
potieba volit spiSe nizsi urychlovaci napéti, aby nedochazelo k nabijeni vzorku, které
by deformovalo obraz.

2. Proud (obr. 36, bod 2) — ovliviiuje mnozstvi elektronti ve svazku. Cim vétsi mnoZstvi
primarnich elektronli dopadne na vzorek, tim vét§si mnozstvi sekundarnich elektronti
bude emitovano a tim siln€jsi signal ziskame. OvSem opét to zplisobi veEtsi radiacni
poskozeni vzorku. V piipadé této prace opét plati, ze i proud byl volen spiSe nizsi,
aby bylo zamezeno nabijeni vzorku.

Nastavené hodnoty neménnych parametrt:

3. Dwell time (obr. 36, bod 3) 300 ns
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Urcuje dobu, po kterou paprsek ziistava ve snimaném bodg.

4. RozliSeni (obr. 36, bod 4) 1536x1024
- Udava pocet bodu, sitka x vyska (rozliSeni obrazu).
5. Clonka (obr. 38) 4

Clonka je umisténa v tubusu mikroskopu a ofezava primeér elektronového svazku — tedy
opét ovlivituje kolik elektronti dopadne na vzorek. V ptipad¢ této prace byla clonka
volena napevno a mnozstvi elektront bylo fizeno zménou hodnoty proudu.
6. WD (obr. 36, bod 6) ~10 mm
- Jedna se o vzdalenost vzorku od objektivu (elektromagnetickych ¢o¢ek mikroskopu).
Zde plati, Ze ¢im blize je vzorek k objektivu, tim vétsi zvétSeni a rozliSeni je mozné
ziskat.
7. Zvétseni (obr. 36, bod 7) 100x, 150x, 500x
- Vyjadiuje pomér mezi velikosti skenované plochy, primarnim svazkem a plochou
monitoru, na kterém je sledovan obraz. Pii vétsim zvétSeni je skenovana mensi plocha
vzorku.
8. Spot size 5
- Vyjadtuje polomér elektronového svazku dopadajiciho na vzorek. Plati, ze ¢im je mensi

polomér, tim je mozno dosahnout vétsiho rozliseni.

HEE R

8 | How dwell | HV
W 6slmm | 3.00us 300KV

1 x 426320 mm | 12

Obrazek 36 - Ovladaci rozhrani SEM Quattro
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Kdyz byly pevné parametry nastaveny, byly vzorky umistény do spravné pracovni
vzdalenosti. Jak bylo uvedeno vyse, WD pro pozorovani bylo zvoleno na ~10 mm. Proto
Vv pravém panelu byla zménéna hodnota v ose Z (obr. 37, bod 1), a tim se stolek piesunul do
spravné pozice. Nasledné dvojklikem mysi bylo vybrano ¢islo vzorku, ktery mél byt pozorovan,

také v pravém panelu, ale nyni uprostied (obr. 37, bod 2).

$p | how dwell | HV
| 6slmm | 3.00us 300KV

Tilt Correction
Dynamic Focus Tilt Correction

Tiit Angle | Automatic

Specimen Pre-tilt {=[+]0"

Obrazek 37 - Ovladaci rozhrani SEM Quattro
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Obrazek 38 - Nastaveni clonky

Nyni byl vzorek a mikroskop ptipraven pro hledani optimalniho urychlovaciho napéti
(obr. 39).

Obrazek 39 - Umisténi vzorki v komore SEM

4.2.3 Hledani pozorovaciho napéti/energie v SEM

Samotné hledani optimalniho urychlovaciho napéti, pti kterém se nebude obraz nabijet
anebude znehodnocen rtznymi artefakty, probihalo snimanim povrchu vzorku na nékolika

mistech. To bylo nutné, aby bylo mozné vyhodnotit, zda se vzorek choval pfi stejném napéti
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stejnym zplsobem na rtznych mistech, coz by mohlo byt zplisobeno relativné nehomogenni
strukturou vzorku. Tato struktura je zpisobena stavbou dfeva, kde plocha vzorku je tvofena
lumeny tj, prazdnou Cernou plochou a buné¢nymi sténami s riznou tloustkou a hustotou
Vv zavislosti na dfeviné a misté pozorovani jarni/letni dfevo. Prvni hrubé hledani urychlovaciho
napéti probéhlo v rozsahu od 0,3 kV do 10 kV detektory SE a BSE na vzorcich s povrchem
z kotoucové pily (obr. 41,42). Povrch byl v mikroskopu velmi vlaknity nehomogenni, coz samo
0 sob& zhorSovalo nabijeni, které zacinalo pravé na Spi¢kach zvednutych vlaken. Dwell time
byl nastaven na 3ms, které byly doporuc¢eny v dostupné literatufe. P¥i tomto pozorovani bylo
zjisténo, ze detektor BSE pravdépodobné nebude tpln€ vhodny pro pozorovani, protoze jeho
hlavni vyhoda v kontrastu prvkového slozeni (slozeni dieva - uhlik — 49,5 %, kyslik — 44,2 %,
vodik — 6,3 %, dusik — 0,2 az 1,5 %, (glezingerové a Gandelova, 1998)) neméla u dievénych
vzorki prilis efekt a hlavné pouzita nizka napéti nezajistovala dostate¢né silny signal pro
detekci timto detektorem (obr. 40). Proto pro dalsi hledani byl zvolen pouze detektor
sekundarnich elektrond. Samotné hledani napéti, kdy se vzorek nebude nabijet, probihalo
nebyl zadny pozorovatelny signal, na 0,3 kV jiz bylo dievo pozorovatelné, ale signal byl velmi
slaby. Na 0,5 kV jiz byl signal pro pozorovani dostatecny, vzorek se nenabijel a byla velmi
pekné vidét jeho struktura. Na 1 kV se vzorek nenabijel, zlepsila se hloubka ostrosti, struktura
velmi dobfte viditelna. Stejny vysledek byl dosaZen i pii urychlovacich napétich 1,1 kV; 1,2 kV;
1,3 kV, vzdy s kazdou dalsi desetinou napéti se zvétSovala hloubka ostrosti, zlepSovala ostrost
arozliseni snimku. U 1,8 KV se jiz nabijely vzorky vSechny. VZdy, kdyZ doslo k nabiti povrchu
vzorku, bylo nutné posunout vzorek na skenovani v misté, kde nebyl nabit, a v ptipadé nabiti
celé plochy bylo nutno snizit vakuum v komote vpusténim vzduchu pro vybiti vzorku
a nasledné znovu spustit vyvévu pro dosaZeni vakua pro pozorovani. V pribéhu pozorovani
byly sledovany snimané obrazy a vyhodnocovany na zakladé barvy a charakteristickych
artefaktt vzniklych nabijenim. Stav nabijeni byl zaznamenavan do zaznamového archu (obr.
44) a z kazdého vzorku byla uloZena jedna sada snimki pro nasledné celkové vyhodnoceni
(obr. 43). Kazdy vzorek byl sledovan na 10 riznych mistech a od kazdé dreviny byly ctyfi

vzorky, dva pro pozorovani rovnobézné s vlakny a dva kolmo na vlakna.
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Obriazek 40 - Snimek z BSE detektoru p¥i napéti 1,9 kV

A

& | HFW dwell | HV 11/21/2023 | WD det 'magm  spot |srot  pressure —50 um —]
414 pym 3.00 ps 3.00kV 5:06:55PM 89 mm ETD 500x 5.5 0° 2.31E-3Pa

Obrazek 41 - Snimek akatu, povrch z kotoucové pily z SE detektoru
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% HFW dwell HV 11/21/2023 | WD det mag‘m spot | srot | |——————100 um
414 uym 3.00ps 5.00kV 5:13:42PM |79 mm External 500x 6.0 O0°

Obrazek 42 - Snimek dubu, povrch z kotoucové pily z BSE detektoru
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W e 1y o de s 5
138 mm 30000 ns 180 kY. 71 mm |ETD 150x 45 0

Obrazek 43 - Souhrn snimkii pro vyhodnoceni nabijeni 0,5 - 1,9 kV

MNapéti [kv]
Dfevina Hustota [g/cm’] 0,5 1,0 1,1 1,2 1,3 1.4 1,5 1,6 1,7 1,8
akat 0,770
akat k 0,770
dub 0,545
dubk 0,545
javor 0,645
javor k 0,645
jasan 0,725
jasank 0,725
smrk 0,364
smrk k 0,364
thermo 0,442
thermo k 0,442
garapa 0,728
garapa k 0,728
massaranduba 1,027
massaranduba k 1,027
merbau 0,736
merbau k 0,736
ipe 1,089
ipe k 1,089

Obrazek 44 - zaznamovy arch
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4.2.4 Vyhodnocovani ziskanych snimki

Vysledkem pozorovani v mikroskopu byly zdznamové archy a sady snimku jednotlivych
dfevin. Pro vyhodnoceni byly snimky zobrazeny pomoci softwaru FastStone Image Viewer,
ktery umoznuje ptechod mezi snimky pomoci koleCka mysi. To umoznilo rychlé pfechody mezi
jednotlivymi snimky pro hleddni i minimalni zmény. Cilem vyhodnoceni bylo zjistit, na kterém
snimku a pii jakém napéti jiz dochazi k viditelnému nabijeni vzorku. Zatimco snimky byly
pofizovany od nejnizs$iho napéti k nejvyssimu, aby nebylo nutné stale zbavovat vzorek naboje
vpousténim vzduchu do komory. Pro vyhodnoceni se ukazalo jako nejvhodnéjsi postupovat
opacné, tedy vyhodnocovat snimky od nejvyssiho napéti k nejnizs§imu. Bylo to z divodu, Ze
vyhodnocovani je velmi subjektivni a neZ oko zachyti Uiplné minimalni zménu, je potieba
zmé&na relativné vétsi. KdyZ se ovSem postupovalo z viditelné nabitého snimku k nenabitému,
oko pfesné¢ védeélo, na jaké misto se zaméfit a sledovat na ném zménu, kdy nabijeci body
kompletné zmizely. Samoziejmé bylo nutné se zaméfit na vice mist v kazdé sad¢, aby se
podchytilo misto, které se zacalo nabijet jako prvni. Diky tomu se podafilo najit ptechod od

napéti, kdy se vzorek jesté nenabijel k napéti, kdy se jiz minimaln¢ nabijel (obr. 45).

Obriazek 45 - Souhrn snimki pro vyhodnoceni nabijeni 1,9 — 0,5 kV
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4.25 Kolorovani ziskanych snimki jednotlivych vzorki

Jednim ze dvou cild bylo potizeni snimkt pozorovanych vzorku. Z kazdé sady byl vybran jeden
snimek a ten byl nasledné¢ pomoci postprocesu kolorovan podle jednotlivych anatomickych
¢asti vybranych dfevin. Pro toto kolorovani byl vybran program MIB — Microscopy Image
Browser. Po jeho spusténi byly nastaveny barvy jednotlivym anatomickym prvkim dieva.
Barvami byly odliseny u jehli¢nand jarni a letni tracheidy, parenchymatické buiiky a oznaceny
nékteré z dviirkatych ztencenin. U listnacu cévy, cévice, libriformni vldkna a parenchymatické
bunky. Kazdy z kolorovanych snimki byl otevien v programu MIB a nasledné pomoci funkce

brush za pomoci mysi vybarveny anatomické prvky vzorkt jednotlivymi barvami (obr. 46).

dwe HV 2/1 ND det magmE spot

1.38 mm 300.00ns 1.60kV 4:47: v 7.1 mm ETD 150x 4.5

Obrazek 46 - Snimek vzorku Garapy kolorovany v MIB
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5 Vysledky

Cilem této prace bylo najit napéti, pti kterém pljde pozorovat nepovrstvené vzorky dieva
Vv elektronovém mikroskopu, a potizeni snimkt pozorovanych vzorki dieva. Dil¢imi cili byla
piiprava vzorkl pro pozorovani v elektronovém mikroskopu a porovnani zjisténych napéti mezi

jednotlivymi vzorky, ptipadné sméru pozorovani.

5.1.1 Zjisténé pozorovaci napéti

Pro jednotlivé vzorky se nejvyssi mozné pozorovaci napéti opravdu lisi. Diky metodé,
hledani a vyhodnoceni opticky ¢lovékem nebylo zjisténo pouze jedno konkrétni urychlovaci
napéti odpovidajici kritické energii - jedna hodnota, ale rozsahy, pii kterych se pti pozorovani
vzorky nenabijely a jejich zobrazeni nebylo deformovédno nabijecimi artefakty, zaroven byl

signal uz dost silny pro dostatecné zobrazeni struktury difeva. Nasleduje vycet rozsahl pro

jednotlivé dieviny a smér pozorovani.

1. Akat pohled rovnobézné s vlakny 05-14kV
2. Akat pohled kolmo na vlakna 05-14kV
3. Dub pohled rovnobé&zné s vlakny 0,5-15kV
4. Dub pohled kolmo na vlakna 05-1,6kV
5. Javor pohled rovnobézné s vlakny 05-1,6kV
6. Javor pohled kolmo na vlakna 05-15kV
7. Jasan pohled rovnobézné s vlakny 05-14kV
8. Jasan pohled kolmo na vlakna 0,5-1,6kV
9. Smrk pohled rovnobézn¢ s vlakny 05-15kV
10. Smrk pohled kolmo na vlakna 05-14kV
11. Thermowood pohled rovnobézné s vlakny 05-13kV
12. Thermowood pohled kolmo na vlakna 0,5-1,4kV
13. Garapa pohled rovnobézné s vlakny 05-1,7kV
14. Garapa pohled kolmo na vlakna 05-16kV
15. Massaranduba pohled rovnobézné s vlakny 05-16kV
16. Massaranduba pohled kolmo na vlakna 0,5-13kV
17. Merbau pohled rovnobézné s vliakny 0,5-1,3kV
18. Merbau pohled kolmo na vlakna 05-15kV
19. Ipe pohled rovnobézné s vlakny 0,5-0,7kV
20. Ipe pohled kolmo na vlakna 05-1,2kV
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Puvodni plan byl v nejlep$im piipadé najit metodu, jak vyhodnotit nabijeni snimkut
strojoveé nebo uz pti jejich pofizeni mit néjaky zptisob, jak nabijeni detekovat, pfipadné meétit
a porovnavat mezi dfevinami. Jedna z metod detekce nabijeni v elektronové mikroskopii muize
byt umisténi velmi jemné kiemikové miizky pod vzorek v kterém je otvor, nebo pod hranu
vzorku. Nasledné nabijeni zdeformuje miizku. Bohuzel u vzorki pro tuto praci nebyl nalezen
zpusob, jak ud¢lat hladkou nijak neovlivnénou hranu. V piipadé laseru je hrana opalena, tj
ovlivnéna vysokou teplotou, V ptipad¢ vyvrtani byla hrana pro pozorovani v elektronovém
mikroskopu velmi vléknita a pti propichnuti doslo k jednak ke vtazeni vrchnich vrstev do hrany
a také ke ,,slisovani“ hrany. Ve vSech pfipadech byla znaéné ovlivnéna pfirozend struktura
dieva. Proto tato detekce byla vyhodnocena pro tuto praci jako nevyhovujici. Dalsi zvaZzovanou
metodou bylo nasledné vyhodnocovani snimkti pomoci grafického programu. Na tuto metodu
byl pouzit program ImageJ, ktery umoziuje zobrazit histogram pofizeného snimku. Bohuzel
pfi vyhodnoceni se ukdazalo, ze neni prakticky Zadny rozdil mezi histogramem snimku
prokazatelné nenabitého a snimku nabitého — prvni dva histogramy nenabity vzorek, tfeti nabity

(obr. 47).

¢ ¢ 5 X ¢ Histogram of 1.6kVBI91p... — O X
300x246 pixels; RGB; 288K 300x246 pixels; RGB; 288K 300x246 pixels; RGB; 288K

I 2000000 ]
0 255 0

N: 6150924 Min: 2 N: 6156990 Min: 0 N: 6129684 Min: 0

Mean: 127.660 Max: 255 Mean: 122.029 Max: 255 Mean: 112.241 Max: 255

StdDev: 33.942 Mode: 127 (88902) StdDev: 33.770 Mode: 115 (94834) StdDev: 30.992 Mode: 103 (108999)
Value: 4 Count: 1211 Value: 148 Count: 27571

ist| Copy| Log| Lie List| Copy| Log| Live] t] _cops| Log| Lie|

Obrazek 47 - Test vyhodnoceni pomoci ImagelJ

5.1.2 Porizeni snimki pozorovanych vzorki

Jednotlivé snimky jsou soucasti pfilohy (pfiloha 1-20). Pro nazornost byly kolorovany
podle jednotlivych anatomickych prvk.
5.1.3 Porovnani zjiSténych napéti

Pro jednotlivé vzorky se nejvyssi mozné pozorovaci napéti opravdu lisi, coz je patrné
z tabulky (tab. 4). Do tabulky byla umisténa i hustota jednotlivych vzorkt. Vzdy prvni fadek

jednotlivé dieviny byl pozorovan ve sméru vlaken a druhy fadek kolmo na vlakna. Ki¥izkem
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bylo oznaceno napéti, pii kterém se vzorek nenabijel, slovem ano prvni napéti, pii kterém byly

detekovany prvni stopy nabijeni vzorku.

5.1.3.1 Porovnani z hlediska dfeviny

Prvnim pohledem do tabulky (tab. 4) je viditelné, Ze samostatny faktor druhu dieviny nebude
tim, co by mélo jediny vliv na nejvyssi mozné pozorovaci napéti. Doklada to fakt, Ze stejna
drevina vykazovala riizna napéti pfi pozorovani ve sméru vlaken a kolmo na né. Mize byt ale

jednim z faktora.

5.1.3.2 Porovnani z hlediska hustoty

V tabulce 3, ktera byla srovnana podle hustoty pro zjednoduSeni hledani zavislosti na
hustoté, se ukazalo, Ze ani hustota neni pravdépodobné jediny faktor, na kterém by zaviselo
nabijeni vzorku. Nelze vyloucit, ze se néjakym zpisobem na vysledku podili, ale svym
zpusobem to nepotvrdil fakt, ze vzorky stejné dieviny pouze fiznuté v podélném nebo pricném
sméru, tedy o stejné hustoté, nevykazovaly stejné nejvys$si nenabijejici se pouZzité napéti.
Z tohoto vysledku byl vyvozen nézor, zda spiSe nez hustota neovliviiuje nabijeci chovani

struktura dfeviny ve sméru pozorovani viz bod 5.1.3.3.
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Tabulka 3 - Vysledky nabijeni vzorki sefazenych dle hustoty

Napéti [kV]
Drevina Hustota [g/cm®] 05 1,0 1,1 1,2 13 14 15
smrk 0,364 X X X X X X X ano
smrk k 0,364 X X X X X X | ano
thermo 0,442 X X X X X | ano
thermo k 0,442 X X X X X X | ano
dub 0,545 X X X X X X X | ano
dub k 0,545 X X X X X X X X | ano
javor 0,645 X X X X X X X X ano
javor k 0,645 X X X X X X X | ano
jasan 0,725 X X X X X X | ano
jasan k 0,725 X X X X X X X X | ano
garapa 0,728 X X X X X X X X X | ano
garapa k 0,728 X X X X X X X X | ano
massaranduba 1,027 X X X X X X X X | ano
massaranduba k 1,027 X X X X X | ano

5.1.3.3 Porovnani z hlediska sméru pozorovani

Kdyz pohlédneme do vyse uvedené tabulky (tab. 4), opét neni patrné, Ze by smér
pozorovani byl faktorem ovliviiujici nejvyssi pouzitelné napéti. Znovu miZe byt podilejicim se
faktorem, ale z pozorovanych vzorku tento fakt nebyl viditelny. Jednou bylo vyssi napéti pro
fez pricny a jindy zase pro podélny. Po vyhodnoceni téchto vysledka byla jako mozny divod
nabijeci odolnosti stanovena struktura anatomické stavby a tedy nehomogenita povrchu vzork

viz bod 5.1.3.4.
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Tabulka 4 - Vysledky nabijeni vzorki

Napéti [kV]
Drevina Hustota [g/cm®| 05| 10 |1,1|12| 1,3 | 1,4 | 1,5 | 1,6 | 1,7 | 1,8
akat 0,770 X X X X X X ano
akat k 0,770 X X X X X X ano
dub 0,545 X X X X X X X ano
dub k 0,545 X X X X X X X X ano
javor 0,645 X X X X X X X X ano
javor k 0,645 X X X X X X X ano
jasan 0,725 X X X X X X ano
jasan k 0,725 X X X X X X X X ano
smrk 0,364 X X X X X X X ano
smrk k 0,364 X X X X X X ano
thermo 0,442 X X X X X ano
thermo k 0,442 X X X X X X ano
garapa 0,728 X X X X X X X X X ano
garapa k 0,728 X X X X X X X X ano
massaranduba 1,027 X X X X X X X X ano
massaranduba k 1,027 X X X X X ano
merbau 0,736 X X X X X ano
merbau k 0,736 X X X X X X X ano
ipe 1,089 X ano
ipe k 1,089 X X X X | ano

5.1.3.4 Porovnani z hlediska podobnosti struktury anatomické stavby (tab. 5)

Z hlediska podobnosti mohly byt sdruzeny smrk a thermowood — uniformni struktura
jarnich a letnich tracheid. Dale akat, dub, garapa, jasan, massaranduba a merbau — struktura
zahrnujici pomérné velké cévy obklopené mensimi cévicemi, nasledné uniformni libriformni
vldkna protkand parenchymatickymi bunkami, javor samostatné¢ — zde oproti diive zminéné
struktufe byly cévy vyrazné mensi, proto byla struktura uniformné&;jsi, a ipe také samostatné —
zde struktura prakticky tak hladka, ze byly viditelné pouze lumeny ojedinélych cév. Kdyz bylo
vyhodnoceno nejvyssi pouzitelné napéti z hlediska sdruzeni podle struktury, opét tato zavislost
nebyla patrna. Na zakladé vysledkd porovnani podobnosti struktury a vSech vySe uvedenych
srovnani byla jako dal$i moznost vybrana ovlivnéni nabijeni slozenim dievin jako takovych,

a to hlavn¢ z hlediska extraktivnich latek, jejich slozeni a mnoZstvi.
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Tabulka 5 - Vysledky nabijeni vzorki sdruzené dle struktury

Napéti [kV]
Drevina Hustota [g/cm® 05 10 1,1 12 13 14 1,5
smrk 0,364 X X X X X X X ano
smrk k 0,364 X X X X X X ano
thermo 0,442 X X X X X ano
thermo k X X X X X

5.1.3.5 Porovnani z hlediska mnozstvi a slozeni extraktivnich latek

Toto srovnani vyplynulo ze zji$téni, ze dfevina ipe pfi ptipravé vzorku na pficném fezu
vyronila pomérn¢ velké mnozstvi pryskyfice (obr. 48), povrch byl velmi lepkavy a zaroven tyto
vzorky vykazovaly nejnizsi odolnost proti nabijeni. Vzorek v podélném fezu neronil pryskyfici
na povrch, ale byla patrna na fezu v podobé velmi lesklych stén jednotlivych vlaken. Z tohoto
byla vyvozena hypotéza, ze by mohlo nabijeni souviset s mnozstvim a slozenim extraktivnich
latek ve dievé. Na piiéném fezu, kde bylo velké mnozstvi pryskyfice na povrchu vzorku, byla
odolnost proti nabijeni minimalni, oproti tomu v podélném fezu, kde bylo mensi mnozstvi
piefiznutych vlaken a diky tomu mens$i mnozstvi pryskyfice na povrchu, ziskané napéti
nepatrné vyssi. Mnozstvi extraktivnich latek a jejich sloZeni se lisi dievina od dieviny, jejich
mnozstvi se 1i8i v zdvislosti na sméru pozorovani, vzdy je mnozstvi dano mistem, kde je fez
veden, proto nékdy muze byt mnozstvi vétsi v piiéném fezu, nékdy v podélném fezu, a to by

mohlo mit vliv na pozorovaci napéti, tedy odolnost proti nabijeni. Samoziejmé by tato hypotéza
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potiebovala védecky ovétit nebo vyvratit, porovnat sloZeni u jednotlivych dievin a nasledné

jejich mnozstvi s ohledem na vedeny fez.

Obrazek 48 - Pri¢ny fez Ipe s vyronénou pryskyfici
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6 Diskuze
Diskuze byla rozdélena na tfi ¢asti, na diskuzi o ptipravé vzorkil, na zpisob zjistovani
a vyhodnocovani pozorovacich napéti, a nakonec na porovnani snimkt nepovrstvenych

a povrstvenych vzorki.

6.1 Priprava vzorki

V ¢lanku Metodika vyroby mikroskopickych preparatii ze vzorka dieva (Vavréik a Gryc
2015) je popsan postup na ptipravu vzorku. Jedna se o ptipravu vzorki pro opticky mikroskop,
ve spousté bodl se ovSem dany postup shoduje i s pfipravou vzorkl pro transmisni/skenovaci
elektronovy mikroskop, kde je cilem dosdhnout velmi tenkych fezl - S neporusenou strukturou,
vysuSenych a dokonale rovnych. Tento postup zahrnuje 1) pfipravu polotovart o rozmérech
10x10x20 mm pro odbér findlnich vzorkl, 2) mékéeni polotovard vaifenim v 10% roztoku
glycerinu ve vodg, 3) krajeni na mikrotomu , 4) barveni mikrofezi uloZzenim na 5 minut do
safraninu, 5) odvodnovani mikrofezd ulozenim na 10 minut do 96% etanolu, poté ulozeni do
karbol-xylolu (1:3) na tfi minuty a nakonec ulozenim do xylolu na tfi minuty, 6) uzavieni
mikrofezli polozenim na podlozni sklicko, zakdpnutim kanadskym balzamem, pfilozenim
kryciho skli¢ka, zatizenim a setrvanim 14 dni. Pro pfipravu vzorkdl pro tuto préaci pro
pozorovani ve skenovacim elektronovém mikroskopu se postup piili§ nelisil, jen byl velmi
zjednodusen. Hlavné z divodu co nejmensi chemické interakce se vzorkem, u kterého byla
snaha zachovat jeho co nejptirozenéjsi podobu. Druhym divodem bylo zjisténi, zda lze
pozorovat co nejméné upravené dievo v elektronovém mikroskopu, a proto byla snaha o co
nejjednodussi postup piipravy. Postup v této praci tedy nakonec zahrnoval: 1) piiprava
polotovart — shoduje se s vy$e zminénym postupem, 2) vaieni v tlakovém hrnci pouze ve vodé
— zde odchylka oproti smési glycerinu a vody, 3) krajeni na mikrotomu — zde stejné, ale pro
pouziti v optickém mikroskopu byly vysledkem mikrofezy, pro tuto praci byl vlastné
vysledkem polotovar se setiznutou plochou, 4) bod s barvenim vzorkd nema pro vzorky pro
tuto praci smysl, protoze vysledkem bude obraz v odstinech Sedé, 5) suSeni vzorku uz se
vyrazné lisi, v ¢lanku je postupné odvodnovani za pomoci chemické tady, je to z divodu
zachovani co nejptirozené;si struktury u mikrotezl, ov§em vzorky pro tuto praci stacilo nejprve
nechat pfirozen¢ vysychat a nasledné ulozit do vzduchotésného boxu se silikagelem, kde doslo
k pozvolnému dosuSeni, 6) uzavieni vzorkll pro naSe pozorovani opét nebylo nutné, protoze
vzorky byly uloZeny v boxu se silikagelem az do vloZeni do komory mikroskopu, aby bylo

zamezeno ziskavani vlhkosti ze vzduchu.
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6.2 Zjistovani napéti a vyhodnocovani snimki

Optimalnim vystupem z této prace by byla nalezena kriticka energie pro kazdy vzorek.
Kritickou energii se mysli jedna hodnota, pfi které se vyrovnd mnozstvi dopadajicich
primarnich elektroni elektronim emitovanym ze vzorku. ZjiStovani kritické energie
u nevodivych vzorki se mimo jiné vénuje Ustav piistrojové techniky AV. V praci Rastrovaci
mikroskopie pii kritické energii elektroni (Kanova, 2002) je popsan postup, jak zjiStovat
kritickou energii pomoci pocitacové fizeného skenovaciho elektronového mikroskopu
Tesla BS343. Tento postup zahrnuje: 1) méfeni zavislosti signalu na ¢ase V mistech, ktera
nebyla dosud osvicena, kdy nasledné dojde k mechanickému posuvu pro rastrovani dal§iho
mista. Hodnota energie je pfedem nastavena a toto méfeni probiha zpravidla v 50 bodech, 2)
dojde ke zpracovani a interpretaci kiivek a ziskani hodnoty celkové zmény signalu, 3) hodnoty
energie, pii kterych bude dochazet k méfeni, jsou pfedem nastaveny operatorem. Rozhodnuti,
mezi jakymi hodnotami nastavit hodnoty pro zkuSebni software, je ziskano experimentalné, kdy
je nastavena niz§i hodnota, nez je ocekavano, Ze bude hodnota kritické energie,
a zkontrolovano, zda se snimek nabiji/nenabiji. V pfipadé nabijeni je nastavena hodnota nizsi
aopét je vyzkouseno. Ve chvili, kdy je nalezena spodni hranice, hleda se hranice horni.
Nasledné je nastaveno rozmezi zjisténych krajovych hodnot kritické energie se zvySenim mezi
témito hodnotami pro kazdy test o 50 eV (Frank et al., 2001). Plynula zména mezi nastavenymi
energiemi je fizena pomoci vysokonapétového zdroje. 4) Konecny vysledek kritické energie je
hodnota, kde se protina ziskana ktivka s vodorovnou osou, 5) jako posledni je ovéfeni ziskané
hodnoty pofizenim snimku s nastavenou kritickou energii. Nejlepsi je toto ovéfeni provadét
v misté, kde jesté nedoslo k predchozimu osviceni elektronovym svazkem (Mika et al., 2003).

Pro tuto préci nebyl k dispozici tento testovaci sw, proto bylo nutné hledat pozorovaci
napéti experimentalné. Byl vyuZit postup, ktery dle vySe zminéného ¢lanku je pouZivan pouze
pro hrani¢ni hodnoty, které jsou nasledné zadany do testovaciho softwaru. Z tohoto dtvodu byl
postup nepatrné upraven. Hledani energie probihalo Cisté ru¢né, proto jako nejnizsi napéti bylo
nastaveno 0,3 kV a od této hodnoty byly pofizovany snimky na energie vzdy zvysené o 0,1 kKV.
Ve chvili, kdy jiz byly snimky viditeln€ nabité, byl postup opakovan na dalSich deseti mistech
na vzorku, a to se zaznamem do archu, kde bylo u nastaveného napéti oznacovano, zda se
vzorek nabiji nebo nikoli. Pfi srovnani obou piistupl je Samoziejmé, pro pfesnost a mnozstvi
ziskanych dat pro vyhodnoceni, nejvyhodnéjsi automatizovany piistup bez zdsahu clovéka.
Také v pripadé automatického piistupu je vzorek mnohonasobné zvétsen a hned pii najezdu do

pozice sejmut snimek, tj. S minimalnim ozafenim elektronovym svazkem, kdezto v piipadé
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ru¢niho pfistupu bylo nutné najet na pozici a snimek zaostfit tak, aby bylo mozné zpozorovat
ptipadné nabijeci artefakty. Po celou tuto dobu dopada elektronovy svazek na vzorek. To mohlo
zpusobit, ze ruéné ziskané pozorovani vykazovalo niz§i hodnoty zjisténého nejvyssiho
mozného napéti pouzitelného pro pozorovani bez nabijeni.

Dalsi faktor ovliviwujici vysledek byl, Ze v pfipadé vyhodnoceni pocitacem jsou
pravdépodobné ziskané hodnoty ptesnéjsi nez v pfipadé okometrického vyhodnoceni
Clovékem. Dva razni lidé nevyhodnoti vSechny snimky naprosto totozné, proto byly jako
hrani¢ni hodnoty vybrany ty, kde byl snimek bez znamek nabijeni naprosto bez rozporu.
Optimalni by samoziejmé bylo vyuziti softwaru, ale i bez n¢j se podafilo najit takové rozsahy
napéti, pti kterych nepovrstvené dievo pozorovat Slo, a snimky nebyly znehodnoceny

nabijecimi artefakty.

6.3 Porovnani nepovrstvenych a povrstvenych vzorki dieva

Pro diskuzi v této ¢asti prace, tedy pofizeni snimkd pro nalezena napéti, byly vybrany
webové stranky S obrazky dieva z elektronového mikroskopu (Mamonova, 2019). V publikaci
Elektronova mikroskopia a $tadium drevnych Struktir (Mamonova, 2018) je uveden postup
ptipravy vzorkl pro pozorovani v elektronovém mikroskopu. Do této pfipravy patii i naneseni
vodivé vrstvy. Tudiz v této ¢asti je porovnani ziskanych snimkl nepovrstvenych vzork a jejich
kvality se snimky povrstvenymi. U snimkl z uvedenych stranek bohuzel neni lista s popisem
nap¢ti, které bylo pro pofizeni snimkl pouzito. Nicméné v uvedené publikaci je nejcastéji
pouzito napéti kolem 15 kV.

V piipad¢€ porovnani prvnich dvou snimkt bohuZzel neni pouzita stejna dfevina, protoze ve
vybéru této prace neni buk, z tohoto diivodu byla vybrana dievina garapa strukturou podobna
buku (obr. 49). Zvétseni bylo v obou ptipadech 150x. Jak je ze snimku patrné, tak v piipadé
pokoveného i neupraveného vzorku bylo dosaZzeno velmi podobného vysledku, naprosto jasné
Citelné struktury a jednotlivych anatomickych ¢asti. I v piipadé neupraveného vzorku bylo pfti

nizkych napéti dosaZeno dostatecné hloubky ostrosti a tim ziskaného pocitu 3D snimku.
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Obrazek 49 - Vlevo povrstveny vzorek buk (Mamoiiova, 2019), vpravo nepovrstveny vzorek garapa

V ptipadé druhého porovnani jiz mame snimky stejné dieviny — dubu v pfiéném fezu
(obr. 50). Opét jsou oba snimky ostré, jasné, struktura rozeznatelna, jednotlivé elementy Citelné,

a tedy oba snimky kvalitou srovnatelné.

DU - priecny rez

Obrazek 50 - Vlevo povrstveny vzorek dub (Mamoiiova, 2019), vpravo nepovrstveny vzorek dub

V ptipadé tfetiho porovnani mame v obou ptipadech smrk v podélném fezu (obr.51). Je
patrné, ze povrstveny vzorek (Mamoriova, 2019) je 1épe tiznut, v pfipad€ vzorku této prace byl
fez veden lehce nasikmo, také zvétSeni povrstveného vzorku je vétsi nez v pripadé snimku této
prace. Nicmén¢ opét struktura Citelna, jasnd, ostrd, a i dvojtecky v obou piipadech jasné

viditelné.

Obrazek 51 - Vlevo povrstveny vzorek smrk (Mamoiiova, 2019), vpravo nepovrstveny vzorek smrk
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Jak je z uvedenych srovnani patrné, pro pozorovani nepovrstvenych vzorki, u kterych bylo
nutné pouzivat pomérn¢ nizka napéti, Ize kvalitativné dosahnout velmi podobnych snimkt jako

u vzorki pokovenych, u nichz lze pouzit vyssi napéti a diky tomu ziskat vétsi signal.
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[ Zavér
Soucasti zavéru je shrnuti vysledkd, pfinos a vyuzitelnost této prace a nakonec doporucent,

jakym smérem by se mohlo v této praci pokracovat.

7.1 Shrnuti vysledkii

Hlavni naplni této prace bylo nalezeni napéti pro pozorovani nepovrstvenych vzorki dieva.
Tento ukol zahrnoval i pfipravu vhodnych vzorki a nasledn€ porovnani zjisténych napéti mezi
dfevinami, piipadné i ve sméru pozorovani. Pozorovaci nap€ti umoziujici pozorovat
nepovrstvené vzorky dieva bylo nalezeno. Li§i se jak mezi dfevinami, tak i ve sméru
pozorovani. V ramci shrnuti lze fici, ze u vSech pozorovanych vzork dfevin je bezpecné
pouziti rozsahu mezi 0,5 — 1,3 kV, kdy nedochazelo k nabijeni vzorkt. Jedina vyjimka byl
vzorek dieviny ipe, kterd vykazovala nejmenSi odolnost proti nabijeni. Oproti ostatnim
vzorkim byla jedinecnd ve velkém mnoZzstvi vyronéné pryskyfice. Z tohoto divodu byla
vyslovena hypotéza, zda by nabijeni mohlo souviset s mnozstvim a sloZzenim extraktivnich latek
V jednotlivych dfevinach. Toto mnozstvi se bude lisit dievina od dieviny, ale i podle mista
vedeni fezu.

Nepodatilo se jednozna¢né prokéazat nebo vyvratit, ze by nabijeni vzorku zaviselo na
dfevin€ — 1 vzorky jedné dfeviny v pficném a podélném fezu nevykazovaly stejnou hodnotu
napéti, pti kterém se vzorek zacal nabijet. Stejna situace je 1 v ptipadé prokézani nebo vyvraceni
zavislosti na hustoté, nebo struktufe stavby vzorku. Pouze v piipadé nekvalitniho povrchu
vzorku, ktery byl velmi vlaknity, dochazelo od Spicek vldken k nabijeni na nizsich napétich nez
Vv piipadé¢ vzorku se zajisténou hladkou plochou fezu.

Pfiprava vzorku byla omezena na naprosté minimum operaci tak, aby byl zachovan
charakter vzorku co nejvice podobny nativnimu stavu dieva. Bylo zjisténo, Ze i pfi nenaneseni
vodivé vrstvy vzorky pozorovat 1ze a v dostate¢né kvalité. V postupu ziistalo pouze 5 krok,

které jsou rozepsany v casti prace ,,Vysledky*.

7.2 Prinos prace

Pfinosem této prace pro praxi a védu je jednozna¢né urychleni mozného pozorovani vzorki
dfeva v nativnim stavu. Je to optimalni zplsob pro rychlé zjisténi, jestli ma smysl, v ptipadé
hlubsiho zkoumani, investovat ¢as do ptipravy vzorki vcetné pokoveni. Také je piinosem
zjisténi, ze v pripad¢ nutnosti pozorovani pomoci BSE detektoru, je potfeba vzorky pokovit,

aby bylo mozné pouzit vyssi urychlovaci napéti pro ziskani dostatecné silného signalu. Dalsi
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Z moznych pifinosi mize byt vyhodné vyuziti informace, Ze nalezené napéti pouzitelné pro
vSechny vybrané vzorky dievin bylo mezi 0,5 — 1,3 kV, pfic¢emz vzorky byly vybrany jak mezi

dfevinami mékkymi i tvrdymi, listnatymi i jehli¢natymi, naSimi i tropickymi.
7.3 Navrhy pokracovani prace

Dal8im smérem pokracovani v této praci by mohlo byt potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy
vlivu mnozstvi a slozeni extraktivnich latek na nabijeni vzorku. Také by bylo zajimavé ovéreni
dosazenych vysledka zjisténych rucné v této praci s vysledky, které¢ by bylo mozné ziskat za

pomoci automatizace a softwaru vzniklého na Ustavu piistrojové techniky AV.
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9 Samostatné prilohy

Akat pohled rovnobézné s vlakny
Akat pohled kolmo na vlakna
Dub pohled rovnobézné s vlakny
Dub pohled kolmo na vlakna
Javor pohled rovnobézné s vlakny
Javor pohled kolmo na vlakna
Jasan pohled rovnobézné s vlakny

Jasan pohled kolmo na vlakna
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Smrk pohled rovnobézné s vliakny

[EEN
o

. Smrk pohled kolmo na vlakna

[EEN
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. Thermowood pohled rovnobézné s vlakny
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. Thermowood pohled kolmo na vlakna
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. Garapa pohled rovnobézné s vlakny
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. Garapa pohled kolmo na vlakna
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. Massaranduba pohled rovnobézné s vlakny

[EEN
(o2}

. Massaranduba pohled kolmo na vlakna
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. Merbau pohled rovnobézné s vliakny

[EEN
oo

. Merbau pohled kolmo na vlakna

[EEN
O

. Ipe pohled rovnobézné s vlakny

N
o

. Ipe pohled kolmo na vlakna
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Priloha 1 - akat pohled rovnobézné s viakny

t):;ﬁ,&% HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magH spot srot pressure

7’"&?\) 1.38 mm 300.00 ns 1.00 kV 4:03:45 PM 7.5 mm ETD 150x 4.5 0° 1.19E-2 Pa




Piiloha 2 - akat pohled kolmo na vlikna

o3
4
7

:
A

det mag spot

HFW dwell HV 2/14/2024 WD
1.30 kV 5:0240PM 8.1 mm ETD 150x 4.5

1.38 mm 300.00 ns




Piiloha 3 - dub pohled rovnobézné s vlakny

HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magH spot srot pressure
1.38 mm 300.00 ns 1.00 kV 4:12:38 PM 7.6 mm ETD 150 x 4.5 0° 3.01E-3 Pa




Ptiloha 4 - dub pohled kolmo na vlakna

HFW dwell 2/14/2024 WD det magm@E spot srot ‘%560 um
2.07 mm 300.00 ns 5:0543PM 7.2mm ETD 100x 45 O0°




Piiloha 5 - javor pohled rovnobézné s vlakny

HFW dwel HV 2/14/2024 WD d magm@E spot srot

1.38 mm 300.00ns 1.30kV 4:22:17 PM D 150x 4.5 O0°




Ptiloha 6 - javor pohled kolmo na vlakna

£55/

X5 HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magm@ spot srot ———500 um ———]

7% 2.07mm 300.00ns 1.50kV 5:1819PM 7.1mm ETD 100x 45 0°




Piiloha 7 - jasan pohled rovnobézné s vlakny

Sxu o HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magm spot srot
X" 1.38mm 300.00ns 1.30kV 4:2834PM 7.0mm ETD 150x 4.5 0°




Ptiloha 8 - jasan pohled kolmo na vlakna

x5 HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magm spot srot

~
[

7% 1.38 mm 300.00ns 1.50kV 522:49PM 7.3mm ETD 150x 45 0°




Piiloha 9 - smrk pohled rovnobézné s vlakny

HV 2/14/2024 WD det magm spot srot ——300 pm—]

1.38 mm 300.00ns 1.10kV 4:32:213PM 7.3 mm ETD 150x 45 O0°




Piiloha 10 - smrk pohled kolmo na vlakna

/
" &

HFW dwell HV 2/14/2024 WD det mag spot srot }%BOO pm—-—-
1.38 mm 300.00ns 1.50kV 526:08PM 7.7mm ETD 150x 45 O°
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Piiloha 11 - thermowood pohled rovnobézné s vlakny




Priloha 12 - thermowood pohled kolmo na vldakna

IC\A/ N e—
h w)_ 'y',\&', C‘ \u'\\/ e

1.38 mm 300.00 ns




Priloha 13 - garapa pohled rovnobézné s vlakny

HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magmE spot srot F————300 um——
1.38 mm 300.00ns 1.60kV 44749PM 7.1mm ETD 150x 45 O0°




Ptiloha 14 - garapa pohled kolmo na vlikna

b % v’ T A

HFW  dwell  HV  2/14/2024 WD det magE spot
1.38 mm 300.00ns 1.30kV 533:03PM 7.3mm ETD 150x 4.5 0°




Piiloha 15 - massaranduba pohled rovnobézné s viakny

Hir vy

1.38 mm 300.00ns 1.20 kV 4:51:36 PM

HFW dwel HV
.
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1.30 kV

1.38 mm 300.00 ns

HFW
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Ptiloha 16 - massaranduba pohled kolmo na vlikna




Piiloha 17 - merbau pohled rovnobézné s vlakny

o 1

-

HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magm spot srot F———500 ym ——

IXJ 2.07mm 300.00ns 1.10kV 4:5519PM 7.5mm ETD 100x 45 0°




Piiloha 18 - merbau pohled kolmo na vlikna

B

HFW dwell HV  2/14/2024 WD det magm spot srot ‘75(50 pum ———

2.07 mm 300.00ns 1.30kV 5:4957PM 6.9mm ETD 100x 45 O0°




Ptiloha 19 - ipe pohled rovnobézné s vlakny

dwell HV 1/19/2024 WD det magm spot srot f|——500 um——
2.07 mm 300.00ns 1.00kV 92526 AM 10.0 mm ETD 100x 25 O°




Piiloha 20 - ipe pohled kolmo na vldkna

x5 HFW dwell HV 2/14/2024 WD det magH épot srot
XJ 2.07mm 300.00ns 1.30kV 5:5241PM 69mm ETD 100x 45 O0°




