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Abstrakt:

Tato magisterskd prace je zaméfena na prozkoumdni vlastni struktury zalévaciho
média v nizkonapétovém transmisnim elektronovém mikroskopu (LV TEM),
ddle je zaméfena na prozkoumdni povrchové morfologie mikroskopem atomarnich sil
(AFM) a skenovacim elektronovym mikroskopem (SEM). Je popsdn princip
jednotlivych mikroskopil, zejména tvorba kontrastu a konstrukce LV TEM. V zavéru
je zhodnocen vliv povrchové struktury zalévaciho media na obrazovy kontrast

v LV TEM a rozbor minimalizace jeho vlivu ve vysledném obrazu.

Abstract:

This master thesis deals with researching the structure of embedding resin
in the Low-Voltage Transmission Electron Microscope (LV TEM). Further, it focuses
on researching the surface morphology by the Atomic Force Microscope (AFM)
and by the Scanning Electron Microscope (SEM). The principle of each
of the microscopes is explained — the contrast formation and construction of the LV
TEM in particular. In the conclusion the evaluation of the effect of the surface structure
of the embedding resin on the image contrast in the LV TEM and the analysis

of the minimalization of its effect on the final image is given.
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1 Uvod

Cilem diplomové price je se v teoretické Cdasti sezndmit se zdkladnimi
fyzikdlnimi principy a funkcemi pifi zobrazovani prepardti v transmisni elektronové
mikroskopii (TEM), skenovaci elektronové mikroskopii (SEM) a mikroskopii
atomdarnich sil (AFM). Ddéle prostudovat fyzikdlni podstatu tvorby kontrastu

a konstrukci nizkonapétového elektronového mikroskopu (LV EM).

z Mz

V praktické Casti je cilem nasniméni ultrastrukturdlniho vzhledu zalévacich
médii v LV EM a zobrazeni jejich povrchové struktury v AFM a SEM. Vystupem této
prace bude zhodnoceni vlivu povrchové struktury zalévacich médii na obrazovy
kontrast v LV EM a jeho ultrastrukturu a déle rozbor minimalizace vlivu zalévaciho

média na vysledny obraz.

LV EM je zaptjcen firmou Delong Instruments a.s. Laboratofi elektronové
mikroskopie, jakoZto souédst Parazitologického tdstavu Biologického centra AVCR
v.v.i.,, kterd je aplikatnim pracoviStém nizkonapétové -elektronové mikroskopie.
Za vyvoj LV EM pod zastitou firmy Delong Instruments a.s. obdrZel prof. Armin

Delong v roce 2005 narodni cenu Cesk4 hlava.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Historie mikroskopickych technik

Historie mikroskopickych technik sahd az do roku 1590, kdy byl objeven
svételny mikroskop Hansem Jansenem a jeho synem ZacharidSem, ktefi se Zivili
vyrobou bryli. Neékteti historikové pfisuzuji tento objev aZz Corneliusi Drebbelovi,
jenz sestavil svételny mikroskop v roce 1619 [1]. V dalSich letech ndsledoval rozvoj
této mikroskopické techniky. Roku 1873 Ernst Karl Abbe zkoumal teoretické moznosti
svételného mikroskopu a odvodil rovnici (1) pro vypocet rozliSovaci schopnosti d.
RozliSovaci schopnost je definovdna jako nejmensSi vzddlenost mezi dvéma body
v obraze, které lze rozliSit jeSté jako oddé¢lené. RozliSovaci schopnost d ma zaroven
vyznam poloméru rozptylového krouzku zpusobeného difrakci [2]. Obecné
je v mikroskopickych technikdch pouzivadna rozliSovaci schopnost daného snimku
ve form& méfitka, nebot’ v hodnoté zvétSeni miZze byt zahrnuto i prdzdné zvétSent,

které neprinasi Zadné nové informace o objektech.

_061-4
n-sinQ,

d )

kde: A je vlnova délka pouZitého svétla
n je index lomu prostiedi pied objektivem

oo je uhlova apertura objektivu

Z Abbeho vztahu (1) vyplyva, Ze maximdlni teoretické zvétSeni svételného
mikroskopu je nepiimo umérmné uhlové apertufe objektivu (Clen n-sina ),
kterd md u nejkvalitnéjSich objektivll s imersnim olejem hodnoty okolo 1,40 — 1,49 [3].
Limitni rozliSovaci schopnost svételnych mikroskopt se pohybuje okolo 240 — 225 nm
pro Zlutozelené svétlo (A = 550 nm). RozliSeni svételného mikroskopu umoZiuje
u biologickych preparatli pozorovat buiiky a nékteré vétsi bunécéné organely, ale uz neni
mozné pozorovat napf. ribozomy ¢i vnitini strukturu mitochondrii. Tento fakt vedl
k dvahdm pouzit svétlo nebo vInéni s mensi vinovou délkou A. AvSak musime byt

schopni sestrojit pro takové vinéni optiku [2].



2.2 Elektronova mikroskopie

2.2.1 Historie

Louis de Broglie roku 1924 vyslovil mySlenku, Ze €astice mohou mit vinové
vlastnosti, a teoreticky odvodil vztah (2) pro privodni vinu urychlenych hmotnych
Castic [2][4]. Davisson a Germer v USA a G.P. Thomson v Anglii nezdvisle na sobé
prokdzali roku 1927 de Broglieho hypotézy na zdklad¢ difrakce elektront na krystalech
s vhodn¢€ uspofddanymi atomy. Pokus Davissona Gramera spocival v odstfelovani
niklového terc¢iku elektronovym svazkem, u néhoZ mohli ménit energii elektronti
a odraZené elektrony detekovali detektorem, jehoZ poloha byla ménitelnd. Pfi prvnim
pokusu neprokazali de Broglieho teorii a kvili chybé na vakuové aparatufe museli
pokus pferusit a vypdlit ve vysokoteplotni peci zoxidovany povrch niklového terc¢iku.
Tim v kovu doslo k uspotfddani malych krystalkli a pfi dalSim pokusu se elektrony
rozptylovaly do ur€itych ahll, takZe bylo moZné pozorovat maxima a minima

zpusobené difrakci [5].

p m-v
kde: h je Planckova konstanta
p je hybnost Castice

m je hmotnost ¢astice

v jerychlost ¢stice

Po prokdzani spravnosti teorie de Broglieho privodni vlny urychlenych
hmotnych Castic netrvalo dlouho, aby Max Knoll a Ernst Ruska ve svych uvahiach
nahradili v Abbeho rovnici (1) vinovou délku A pouzitého svétla za vlnovou délku
urychlenych elektront. Kratce na to v Berliné na Vysoké Skole technické navrhl Ruska
elektromagnetickou Cocku a v roce 1931 sestrojil prototyp transmisniho elektronového
mikroskopu, za tento objev obdrzel v roce 1986 Nobelovu cenu za fyziku [6]. Vynélez
principu skenovaciho elektronového mikroskopu je piipisovdn
Manfredovi von Ardenne, ktery jej publikoval roku 1938. Fyzickd realizace byla

provedena az v roce 1942 Vladimirem Kosma Zworykinem [7].
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2.2.2 Principy elektronovych mikroskopt

Elektronové mikroskopy jsou pfistroje umoziujici prohlizeni a zaznam
zvétSeného obrazu pozorovaného objektu. Jsou zaloZzeny na zdkladech elektronové
optiky, kterou lze do urCité miry zjednoduSit paprskovymi diagramy pouZivanymi
ve svételné optice a ddle na interakcich elektronového svazku se hmotou. Pro funkci
mikroskopu musi byt elektronovd optika pod vakuem, stim je spojena nutnost
pii piipravé prepardtu jej zbavit vody, a také musi byt zajiSténa vymeéna preparata

do vakua.

Opticka soustava elektronovych mikroskopt se skladd z osvétlovaciho systému
tvofeného elektronovou tryskou produkujici svazek primarnich elektroni,
ktery je =zaostien pozadovanym zpusobem elektronovou cockou kondenzoru,
dale ze zobrazovaciho systému a z projekéniho systému [6]. Podle typu mikroskopu

(SEM, TEM) se lisi zobrazovaci a projekéni systém — Obr. 1.

Obr. 1: Zakladni optické casti elektronovych mikroskopti [9]

Na Obr. 2 jsou ptfehledné zobrazeny optické soustavy obou zdkladnich typi

elektronovych mikroskopti s paprskovymi diagramy primarniho svazku elektront.

L'J K;m:dv a . L'J

‘Wehnelti

Kondenzorovi clona

Kondenzor

E

Preparat

Vychylovack (‘HWI_:I

Objektivovi clona
Objektiv _— -
- =
Preparat
r

Projektiv

‘

O

Obr. 2: Optickd soustava elektronového mikroskopu [9]
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Zakladnimi typy interakci primarniho elektronového svazku s hmotou muiZe byt
bud’to pruzny anebo nepruzny rozptyl.
2.2.3 Elektronové ¢ocky

Ukolem elektronovych ¢oéek je zaostiovat svazek primdrnich elektrond.
Jsou zaloZeny na principu vychylovani urychlenych nabitych ¢éstic elektrostatickym,

magnetickym nebo elektromagnetickym polem [8].
Tenka elektrostaticka ¢ocka

Princip tenké elektrostatické ¢oCky je zndzornén na Obr. 3, pro funkci Cocky
plati vztahy vyplyvajici z feSeni Newtonovych rovnic sestavnych na zdkladé Gaussovy

véty [8].

Flektrody

E =
H E} . {E,

Obr. 3: Ostfeni svazku elektronu tenkou elektrostatickou ¢o¢kou [8][9]

Elektrony jsou zaostfovany do ohniska f piisobenim radidlniho elektrického pole
E, podle rovnice (3) — kde [ je aktivni délka CoCky v ose Z, v; je maximdlni rychlost

elektronu v ose Z a v je vstupni rychlost elektronu [8].

4-1-v,-v,

Vi +Vo)'(vi _Vo)

= 3
f( 3)

Na elektron wuprostted c¢oCky pusobi paraxidlni elektrické pole E,,
které jej urychluje v paraxidlnim sméru v zavislosti na rozdilu potenciali podle vztahu
(4) — kde e je ndboj elektronu, m je hmotnost elektronu a ¢y, ¢@; jsou potencidly

elektrostatické Cocky [8].

Av = —[kj (@ —9) )

m
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Tenka elektromagneticka ¢ocka

Princip tenké elektromagnetické Cocky je zndzornén na Obr. 4, pro funkci Cocky
plati vztahy vyplyvajici z feSeni Newtonovych rovnic sestavenych na zdklad¢ Biot-

Savartova zakona [8].

+‘\ Polové nastavee
I- M o

Obr. 4: Ostteni svazku elektront elektromagnetickou ¢ockou [8][9]

Elektrony jsou zaostfovdny do ohniska f ptisobenim radidlntho magnetického
pole B, podle rovnice (5) — kde p je permeabilita vakua, N je pocet zavitl a [ je proud

prochdzejici vinutim civky [8].
2 2
. m . v
=l— | ./ 5
! [(e-uo-N-I)j ©

Elektron pifi vstupu do magnetického pole Cocky nabude azimutédlni rychlost

podle rovnice (6) a pfi jeho vystupu bude mit opét nulovou azimutélni rychlost [8].

e-n, r-N-I
Vy=—"T— " —— 6
o 2m ©)

Zaostfovani magnetickymi ¢oCkami 1lze feSit obdobné jako u cocek
elektromagnetickych. Dulezitym rozdilem mezi ¢ockami zaloZenymi na pusobeni
elektrického a magnetického pole je, Ze elektron po priichodu elektrickym polem ziska
krom¢ radidlniho piirGstku rychlosti také axidlni piirastek rychlosti. Naproti tomu
elektron po priichodu magnetickym polem ziskd pouze piirastek radidlni rychlosti,
zménou oproti poli elektrickému je, Ze elektron se pohybuje uvnitt coky po Sroubovité

dridze. Konstruk¢né jsou jednodussi ¢ocky elektrostatické a magnetické, protoZze vinuti

13



elektromagnetickych co¢ek musi byt chlazeno napt. vodou, to v§ak umoZnuje sestrojit

cocku s relativné vétsi optickou mohutnosti.

Teoretickou rozliSovaci schopnost elektron-optické soustavy Ize vypocitat
Abbeho rovnici (1), kde bude hodnota indexu lomu prostiedi pied objektivovou ¢ockou
n = 1 (vakuum). Dal§im rozdilem oproti svételnym mikroskopiim je vlnova délka
elektronii primarniho svazku zdvisejici na urychlovacim napéti U — Tabulka 1
(od energie 100 keV je nutné pocitat s relativistickym efektem A, Viel)

a tihlov4 apertura objektivu pohybujici se v fadech 102 — 107 rad [6].

Tabulka 1: Zavislost vlnové délky a rychlosti elektronu na urychlovacim napéti [9]

U [kV] 0,15 | 025 | 05 1 5 10 15 30 100 | 200
) [pm] 100,15 77,58 | 54,86 | 38,79 | 17,35 | 12,27 | 10,02 | 7,08 | 3,88 | 2,74
- [pm] 100,15 | 77,57 | 54,84 | 38,77 | 17,31 [ 12,21 | 9,94 | 6,98 | 3.7 | 251
v x10°[ms™] 0,07 | 0,09 | 0,13 | 0,19 | 042 | 059 | 0,73 | 1,03 | 1,88 | 2,65
Veer X108 [ms™] 0,07 | 0,09 | 0,13 | 0,19 | 042 | 058 | 0,71 | 0,98 | 1,64 | 2,09

Relativné malé hodnoty thlové apertury jsou dany feSenim optimalni velikosti
rozptylového krouzku d; zpisobeného sférickou vadou (konstanta sférické vady Csp)
objektivu — rovnice (7) a rozptylového krouzku d zptsobeného difrakci — rovnice (1)

[6].

5 =C;-a’ 7

Sféricka vada

Stéricka vada vytvafi rozptylovy krouzek Arg tak, Ze elektrony pohybujici
se dale od paraxidlni drdhy jsou zaostfovdny do kratS§i ohniskové vzdalenosti,

nez elektrony pohybujici se blize paraxidlni draze (Obr. 5).
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Obrazova rovina
okrajovych paprski
'

Obrazovi rovina
paraxialnich paprska

Obr. 5: Sféricka vada [8][9]

Z tabulky - Tabulka 2 je patrna zména rozliSovaci schopnosti d optické soustavy
v z4vislosti na urychlovacim napéti U a jemu piizpisobené uhlové apertufe a,p

pfi konstanté sférické vady Cg =4 mm [9].

Tabulka 2: Teoreticka rozliSovaci schopnost pii raznych urychlovacich napétich [9]

U 0,15 0,25 0,5 1 5 10 15 30 100 200

. 100,15 | 77,58 | 54,86 | 38,79 | 17,35 | 12,27 | 10,02 | 7,08 3,7 2,51

Copt X 109 142 1,33 1,22 1,12 0,92 0,84 0,8 0,73 6,23 5,65

d [nm]| 4,46 3,68 2,84 2,19 1,2 0,92 0,79 0,61 0,38 0,28

Chromaticka vada

Teoretickd rozliSovaci schopnost mlze byt dale sniZovana chromatickou vadou,
kterd je zplsobena rozdilnymi energiemi elektroni  primarniho svazku
(nekoherentnosti). Chromatickd vada vytvéii rozptylovy krouzek Arg, tak, Ze elektrony
s niZ$i energii jsou zaostfovidny do kratS$i ohniskové vzdalenosti, nez elektrony s vyssi

energii [6] — Obr. 6.

Ohniskova rovina
pomalejiich elektroni
'

T
Polomér disku

s nejmensim rozptylem,

Ohniskova rovina
rychlejsich elektroni

Obr. 6: Chromaticka vada [8][9]

15



PriCiny vzniku chromatické vady jsou v kolisani urychlovaciho napéti, rozdilné

rychlosti elektronti opoustéjicich povrch katody a v Coulombovskych interakcich mezi

vvvvv

Osovy astigmatismus

Osovy astigmatismus téZ sniZuje rozliSovaci schopnost elektronového
mikroskopu, avSak lze jej zcela kompenzovat stigmdtory. Zpusobuje jej nehomogenita
a osovd nesymetrie ¢oky. Cotka md pak rtizné ohniskové vzdalenosti ve dvou na sebe
kolmych osach. Osovy astigmatismus mtZe také zptisobovat lokdlni bodovy naboj

tvoreny napiiklad usazenymi nevodivymi necistotami v tubusu mikroskopu [6].

Na Obr. 7 je zndzornén vznik rozptylového disku zptsobeného osovym

astigmatismem elektronové ¢ocky.

Polomér disku
s nejmendim rozptylem

A EN

\/

Obr. 7: Osovy astigmatismus [8][9]

2.2.4 Elektronové trysky

Elektronovad tryska je zdrojem svazku primdrnich elektrond. Emise primérnich
elektronti nastane, kdyZ elektrony ptekonaji vystupni prici kovu ¢. Za timto tGcelem
se uzivaji dva krajni zplisoby emise - termoemise a autoemise. Emise elektronovych

trysek je hodnocena thlovou aperturou svazku o a proudovou hustotou emisniho proudu

Jj[6].
Termoemise

Hustota termoemisniho proudu jr je popsana Richardson-Duschmanovou rovnici
(8), kde A je materidlova konstanta, T je teplota katody a k Boltzmannova konstanta

(pro polykrystalicky wolfram A = 6x10°  Am™, g =4,5¢eV ) [8].
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jp=A-T?.¢ k7 (8)

Elektrony jsou emitovany z povrchu katody do vakua poté, co jejich energie
v dasledku tepelného pilisobeni vzrostla nad energetickou drovent volnych elektront
ve vakuu. Ddle jsou elektrony odséaty a urychleny elektrickym polem pilisobicim mezi
anodou a katodou. Urychlovaci napéti je obvykle zapojeno tak, aby nulovy zemnici
potencidl byl na anod¢ a na katodu je pfivedeno zdporné predpéti. Mezi anodu a katodu
je vlozen Wheneltlv vidlec, ktery je vuci katodé na jeSté zdpornéjSim potencidlu
(Obr. 8). Wheneltiv vélec funguje jako filtr zadrzujici elektrony s nizkou energif

a je zaroven elektrostatickou cockou vytvérejici prvni kifiziSt€¢ primarniho svazku

elektronu [8][9].

2 i
%Ju. e

L

1| f Wehnelius
[H viiler
Y| {-100 KV
dar I

Kl svarku
Anoda

_r | — V)

Obr. 8: Zapojeni katody [9]

Provozni teplota wolframové termoemisni katody se pohybuje okolo 2700 K,
kdy rozdéleni intenzity proudu ve svazku ma tvar Gaussovy kiivky. Zaostfenim
kulatého hrotu katody dojde ke zvySeni gradientu elektrostatického pole v oblasti hrotu
a ke sniZeni vystupni prace kovu [8][9]. Pak je moZné pfi zachovéni proudové hustoty

svazku snizit provozni teplotu a tim prodlouZit Zivotnost katody.

Autoemise

s

Pokud se gradient elektrického pole zvysi nad 10.000.000 Vmm'™', Ize dosahnout
emise elektront jiz za teplot 300 — 1800 K. To vyzaduje, aby mél hrot katody
submikrometrovy polomér (Obr. 9) [10]. Hustota autoemisniho proudu j, je popsdna
Fowlerovo-Nordheimovo rovnici (9), kde E je intenzita elektrického pole na povrchu

katody a kj, k; jsou konstanty [8].
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Vystupni priace kovu ¢ monokrystalického wolframu je 4,2 - 4,6 eV
(li8i se uspofddanim krystalové miizky) a u wolframu aktivovaného zirkoniem
a kyslikem je 2,4 eV [8]. Jak je vySe uvedeno katody lze provozovat jiz za pokojovych
teplot, tim ale dochézi k sorpci zbytkovych plynt na povrch katody majici za nasledek
zhorSeni emisniho proudu js. Tento problém se odstrani odplynénim katody kratkym

ohfevem [11]. Autoemisni katody nemaji Wheneltlv vélec ale extrakéni elektrodu.

16 kY 100um 1215

Obr. 9: Detail hrotu autoemisni trysky [10]

Trysky s emiterem LaBg

Vystupni price téchto trysek je ¢ = 2,2 eV, provozni podminky jsou na pomezi
termoemise a autoemise. Pracovni teplota je okolo 1800 K a velikost hrotu krystalu
LaBe byvd 1 — 10 um [8]. Tyto katody maji blize k termoemisnim katoddm, coz dokldda

i fakt, Ze je Ize pomérné€ snadno vymenit za klasické Zhavené termoemisni katody.
Termoautoemisni aktivované katody

Tyto katody maji blize k autoemisnim katoddm, ale pracuji pii teploté,
kdy se za¢ind projevovat vliv termoemise. Aktivace spo¢ivd v pokryti povrchu katody
atomdrni vrstvou jiného prvku, ktery disledkem vzniklé vazby sniZi vystupni prici
kovu ¢. Provozni teplota byvd 1200 — 1800 K. Pro aktivaci je pouZivan kyslik

nebo zirkonium s kyslikem. Technické feSeni termoautoemisni trysky je na Obr. 10
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— k wolframové vldsence je uchycen monokrystal wolframového hrotu a na protéjsi
konec je nakdpnuto zirkonium, které difunduje k povrchu hrotu. Pokud se vycerpa

zasoba zirkonia je Zivotnost katody u konce.

16kV 100w 1791

Obr. 10: Termoautoemisni tryska [10]

V grafu (Obr. 11) je zakreslena zdvislost proudu svazku na jeho poloméru
pro dany typ katody. Obecné lze fici, Ze autoemisni trysky jsou vhodnéjsi pro aplikace
vyZadujici maly polomér svazku s velkym proudem a termoemisni pro velké poloméry

svazku s velkym proudem [10].

10
I
0 ’7
&
P o
P

polomér svazku
v nm )

Obr. 11: Zavislost proudu svazku na jeho poloméru [10]

Tabulka 3 ukazuje parametry vySe zminénych elektronovych trysek, kde odshora
dolli roste cena trysek. Pro vétSinu aplikaci nabizeji nejlepsi parametry trysky

termoautoemisni a autoemisni, ale vyzaduji pro svlij provoz ultravakuum.

Tabulka 3: Parametry elektronovych trysek [12]

Proudovd | Proud svazku | Maximdlni | Energeticky | Pracovni | Pracovni |
Zivotnost
Typ trysky hustota @ 1 nm proud rozptyl Teplota tlak [hod.]
od.
[Am”] [pA] [nA] [eV] (K] [Pa]
Termoemisni 10° 0,1 10° 1-3 2700 107 60 — 200
LaB, 10° 1 10° 0,5-2 2000 10 1000
Termoatuoemisni 10® 10? >200 0,4 -0,6 1800 10°° >2000
Autoemisni 10" 10° 10 -20 0,2-04 300 10°® >2000
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2.2.5 Vakuova technika

Jak bylo jiz zminéno, pro funkci elektronové optiky je uvnitf tubusu nutné
vakuum, které musi byt minimdln¢ tak velké, aby stfedni volnd drdha elektronu byla
vetsi neZ nejveétsi vnitini rozmér tubusu [4]. Nerozptyleného elektronového svazku
l1ze dosdhnout jiz pii tlaku mens$im nez 10" Pa [4] a pfi tlaku 10* Pa je stfedni volna
drdha elektronu 50m [13], takZe podminky limitujici velikost vakua urcuje pouZitd

katoda viz. Tabulka 3.

Vakuova aparatura je obvykle vicestupiiovd. V prvnim stupni jsou vyveévy
pracujici na principu opakovaného mechanického zvétSovani a zmenSovani pracovniho
prostoru — rotacni vyvéva (Obr. 12a), membranovd vyvéva. Jejich mezni tlak
se pohybuje okolo 10" Pa [4][14]. Rotaéni vyvéva pracuje v olejové ldzni,
vakuum je tedy zneciSténo olejovymi parami. Naproti tomu membranové vyveévy

nevnasi do vakua Zadné péry, ale maji nizsi Cerpaci rychlost.

Vyvévy vdruhém stupni jsou piedcerpdvany vyvévami prvniho stupné.
Nejpouzivangjsi je difusni vyveéva (Obr. 12b), kde jsou molekuly strhavany proudem
olejovych par do nichz difunduji a jsou undSeny k vystupu. Tato vyvéva vnasi do vakua
olejové pary, proto je vyhodné ji v prvnim stupni pfedCerpdvat rotacni vyvévou.

Mezni tlak se pohybuje okolo 10 Pa [4][14].

Dalsi Casto vyuzivanou vyvévou je turbomolekuldrni vyvéva (Obr. 12c¢) uvniti
které je turbina otdCejici se rychlosti 20.000 — 50.000 oticek za minutu.
Molekula po srdZce s rotorem dostdvé impuls v poZadovaném sméru Cerpani. Mezni tlak

se pohybuje okolo 10° Pa [4][14].

Ve tfetim stupni jsou nejcastéji pouzivany iontové vyveévy (Obr. 12d) pracujici
na principu ionizace zbytkového plynu tvofeného srizkami s elektrony,
které jsou emitovany z katody. Pro zvySeni pravdépodobnosti srazky rotuji elektrony
v magnetickém poli po spirdle. Ionty jsou kladn€ nabité a dopadaji na titanovou katodu,
z které vyrazeji atomy titanu. Ty dopadem na elektrody chemicky fixuji adsorbované

atomy [4][14].
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Obr. 12: Vyvévy - a) rotacni, b) difusni, c) turbomolekuldrni, d) iontova [4][14][15]

2.2.6 Elektronovy rozptyl

Elektronovy rozptyl lze primarn€¢ dé€lit na elasticky pifi némZ nedochazi
ke ztritam energie elektronu, nebo neelasticky kdy dochazi ke ztratdim energie. Dale
muZe byt rozptyl jednoduchy nebo vicendsobny, dopfedny nebo zpétny (vice nez 90°)
a koherentni ¢i nekoherentni (pruzny rozptyl je koherentni v uritém rozsahu hodnot).

Fyzikéln¢ je popsan elektronovy rozptyl pomoci t¢innych prarezu [4][9].
Udinny prifez jako plocha — jedné &astice

Pro urcity rozptylovy proces se definuje Gcinny priifez o jako efektivni plocha
nr rozptylového centra vyjadiujici celkovou pravdépodobnost vyskytu dané srazkové
uddlosti (10), uvazovéna je srdzka s jedinou ¢astici. Lze vyjadrit totdlni G¢inny prafez or

jako soucet elastického o a neelastick€ho oyeelast U€inného prifezu [4][9].

oc=n-r (10)
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Udinny priifez jako tloust’ka

Misto jedné Castice je uvazovan materidl hustoty p v némz je N atomu a totalni
ucinny prafez Qr uddva pocet vSech rozptylovych uddlosti (pruzné i nepruzné)
na jednotku vzdalenosti — rovnice (11), kde Ny je Avogadrova konstanta a A je atomova
hmotnost dané l4tky. Reciprokd hodnota ui¢inného prufezu Qr je stfedni volnd drdha A.

Pravdépodobnost srdzky je p = Q- t, kde ¢ je tloustka vzorku [4][9].

Diferencialni i¢inny prifez

. e A oy do - _ X
Diferencidlni uc¢inny prifez 0 popisuje rozd€leni rozptylu elektronl

do prostorového dhlu d@Q — rovnice (12), kde @ je Ghel rozptylu do prostorového thlu Q
[4].

do __ 1 do )
dQ 2n-sin@ d@

2.3 Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Princip funkce TEM je znazornén v levé ¢asti Obr. 2. Elektronovou tryskou
je produkovan svazek primarnich elektronti, které maji energii danou velikosti
urychlovactho napéti mezi anodou a katodou. Primarni svazek elektroni je zaostfovin
kondenzorem tak, aby osvitil pozadovanou plochu fezu (pfedmétu) s ur¢itou proudovou
hustotou. Ddle elektrony prochdzeji fezem, jehoz tloustka musi byt imérna energii
elektroni primarniho svazku (pro Ey = 100 keV je tloustka ~100 nm). Interakcemi
svazku s hmotou dochdzi krozptylu elektroni a ke vzniku kontrastu obrazu.
Cist rozptylenych elektrond je absorbovéna objektivovou clonou a zbyld &4st prochdzi
objektivovou cockou. Ta svazek primarnich elektront, nyni nesouci obrazovou
informaci, zaostfuje za ucelem zvétSeni a obdobné se d&je pifi prichodu svazku
projektivem. Poté dopada svazek primdrnich elektronli na stinitko, nebo CCD kameru,
kde je transformovan na zpracovatelny obraz. Je moZno pozorovat zvétSeny obraz

predmétu ve standardnim moédu svétlého pole (vySe popsany princip), v tmavém poli
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— zobrazeni se ucCastni pouze rozptylené elektrony a v difrakénim mddu,
kdy je elektronova optika preostiena tak, aby se zobrazovaly difraktované svazky

od atomt krystalického pfedmétu dle Braggovy difrakce (15).

2.3.1 Elektronova tryska

Urychlovaci napéti mezi anodou a katodou je jeden ze zdkladnich parametrii
TEM, nebot’ na zdkladé¢ Abbeho rovnice (1) je ddna teoretickd rozliSovaci schopnost
TEM. TEM pro rutinni pouZziti ma obvykle hodnotu urychlovaciho napéti 100 kV.
Vybér trysky je ddn kombinaci mnoha parametri, pfiCemz pro rutinni pouZiti jsou
vyhodngjsi termoemisni katody, nebot’ jsou schopny dosdhnout pfi vétSich polomérech

svazku ~um vétSiho proudu [10], alternativou s delsi Zivotnosti je LaBe a pro maximalni

koherentnost svazku se voli autoemisni tryska.

2.3.2 Kondenzor

Kondenzor soustfed’uje elektrony do ktizisté, které je mozno zobrazit v rizné
vzdalenosti od ptedmétové roviny. Pro jeji velikost je rozhodujici primér osvétlené
plochy pfedmétu vyplyvajici z aktudlniho zvétSeni a z velikosti zorného pole.
Volba emisniho proudu svazku je ddna intenzitou obrazu a citlivosti predmétu
na radiac¢ni poSkozeni, také za timto ucelem je zde kondenzorové clona. Pro dosazeni

vz

lepsich parametri se uziva dvojity kondenzor [6].

2.3.3 Piedmét

Vysledkem interakce primarniho svazku elektroni se hmotou je néktery
ze signdld naznaCenych na Obr. 13. Signdly na Obr. 13 zndzornéné nad preparitem

se nevyuzivaji k tvorbé obrazu v TEM [9].

Katodoluminescence
-
/u/]-’i/l
1A

|

Preparat Proud/ —— ]—- Teplo

|

Obr. 13: MozZné signaly vzniklé interakci primérnich elektronti se hmotou [4][9]
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Pro tvorbu obrazu je diilezity signdl proslych elektront, ktery se podili na tvorbé
kontrastu obrazu (tj. podil nebo rozdil jasi mezi pozadim a nejsvétlejSim mistem

v obrazu) ¢tyfmi zdkladnimi mechanismy:

1. Amplitudovy kontrast

Vznikd elastickym rozptylem elektroni Coulombovskymi silami naznacenymi
na Obr. 14. Uhel odklonu od pi¥fmé drihy pohybu je tim vétsi, &fm bliZe jadru atomu
se elektron pohybuje. Elektron pohybujici se po driaze 1 na Obr. 14 je rozptylovan
pievazné elektrony v obalu atomu, které zaroven odstifiuji ndboj jadra atomu. Elektrony
pohybujici se po draze 2 a 3 zacinaji byt na zdklad¢ zmenSujici se ndmérné vzdalenosti
b stale vice ovliviiovany jadrem atomu. Proto lze amplitudovy kontrast vznikly

elastickymi srazkami délit na [4][9]:

Obr. 14: Rozptyl elektronti na atomu [9]

a. Elasticky rozptyl zpusobeny elektronovym obalem atomu

Na zédklad¢ této interakce dochdzi k rozptylu elektronii primarniho svazku
do dhld 0 — 5° Ze vztahu (13) je patrné, Ze celkova pravdépodobnost srdzky o,
primarniho elektronu s elektronem v obalu atomu je funkci urychlovaciho napéti U

(g0 je permitivita vakuu a r. je efektivni polomér elektronu) [4][9].

ae:n.r;~n.[ ¢ j (13)
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b. Elasticky rozptyl zpusobeny jadrem atomu

Na zdklad¢ této interakce dochdzi k rozptylu elektron primdrniho svazku

do thla vétSich nez 5°. Ze vztahu (14) je patrné, Ze celkova pravdépodobnost srazky o;

2
primarniho elektronu s jddrem atomu je funkci (5) (rjefektivni polomér jadra) [4][9].

2
o, = mort~ | (14)
U-0-¢

Pro rutinni TEM (Ep= 100 keV) je kontrast biologickych preparatii natolik maly,

Ze vlastni struktura musi byt zvyraznéna kontrastovanim pomoci prvkil s vysSSim

atomovym ¢islem (uran ve formé uranil acetdtu, osmium ve formé oxidu osmicelého).

2. Fazovy kontrast

Fazovy kontrast je zptisoben superpozici elektronové viny na obrazové roving,
jenZ je vysledkem interferencnich jevli primarniho svazku elektronii predstavujicitho
rovinnou vlnu. Je zdvisly na rozostteni, sférické aberaci, thlové apertufe objektivu
a na podminkéch osvétleni prepardtu. Fazovy kontrast zpisobuje komplexni rozptylova
amplituda atomu, kterd vytvafi fazovy posun (pro atomy s nizkym atomovym cislem
je pro energii primarnich elektronu 100 keV tento vliv zanedbatelny). Fazovy kontrast

se projevi v obraze, pokud dojde k fazovému posuvu mezi rovinou vlnou primarniho
o oy - . Y . I sy e
svazku elektroni vii¢i rozptylové viné vétSimu neZ 3 RozliSujeme pozitivni

a negativni fazovy kontrast, ktery lze v obraze pozorovat jako Fresnelovy krouzky
pfi rozostieni obrazu [16]. Fizovy kontrast zptsobuje zhorSeni rozliSovaci schopnosti

pii zobrazovani v amplitudovém kontrastu.

3. Pruzny kolektivni rozptyl — difrakce

Pii tomto rozptylu svazek primdrnich elektrond pfedstavujici rovinnou vinu
interaguje s rozptylovym centrem, kolem kterého vznikd kulovd rozptylova vlna.

Tato vlna pak interferuje s piivodni rovinnou vlnou a v urcitych smérech vznikaji
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difrakéni viny vyssich tada. Difrakci lze zjednoduSené popsat Braggovym zdkonem

(15) [41[9].

n-A=2-d-siné (15)

4. Nepruzny rozptyl

K nepruznému rozptylu dochdzi vlivem srdzek s elektrony v obalu atomu.
Vysledkem je vZdy ztrata energie primarniho elektronu. Pokud dojde k transmisi
elektronu vzorkem, je tento elektron rozptylen do dhlu mensiho nez 1° — tim zhorSuje
rozliSeni amplitudového obrazu. Dile mulZze nastat zpétny rozptyl nebo elektronovy
zachyt zptsobujici tok proudu, jenZ bude pieveden na Jouleovo teplo a dalsi signdly
nepodilejici se na amplitudovém kontrastu TEM naznacené v horni ¢4sti Obr. 13 [4].

Uhlové rozdéleni viech typti rozptylil transmisnich elektront je znazornéno na Obr. 15.

Prepurit  Proud f - = Teplo

isticky rozpiylend

Obr. 15: Uhlové rozdéleni proslych elektronti [9]

2.3.4 Objektiv

Na parametrech objektivu nejvice zdvisi rozliSovaci schopnost TEM.
Pokud je objektiv tvofen ¢oCkou s proménnym ohniskem, pak s klesajici ohniskovou
vzdalenosti se zmenSuje velikost sférické vady C,. K objektivu je pridruzena
objektivova clona na niZ dochdzi k zachytu pruzné rozptylenych elektroni. Zménou
priméru objektivové clony Ize zmenSit velikost radiacniho poSkozeni vzorku,
tim se také sniZi jas obrazu a vzroste kontrast obrazu, nebot obraz je tvoien

nedopadnutim elektront na stinitko [6][9].
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2.3.5 Projektiv

Projektiv ma za tkol dosdhnout poZzadovaného zvétSeni v celém jeho rozsahu,
nebot’ ostatni CoCky maji obvykle nastavenou pevnou hodnotu zvétSeni. Velikost
minimdlniho zvétSeni byvd omezena, protoZze pii ném dochdzi vlivem sférické vady

ke zkresleni. Pro dosaZeni vyssi kvality se pouZivaji dva projektivy [6][9].

2.3.6 Stinitko

K pfimému pozorovani se vyuZivd luminiscencnich materidli pfeménujicich
pohybujici se elektrony na fotony, ty se nanaSeji ve formé praSku (velikost zrna urcuje
rozliSeni) na kovovou podlozku do vrstvy, jejiz efektivni tloustka je ddna energii

primérnich elektronti [6].

2.3.7 Kamera

Pro elektronovou mikroskopii 1ze kzdznamu obrazu pouZzit fotografické
techniky ve formé planfilmi Jejich vyhodou je zatim stidle nejvétsi rozliSovaci
schopnost z dostupnych zdznamovych technik. Nevyhodou je doba zhotoveni snimku.
Proto je témét vytlaCily CCD (Charge Couple Device) kamery pracujici na principu
fotoefektu [9]. Pro elektronovou mikroskopii jsou CCD snimace spojeny se scintilatory
prevadéjici signdl primdrnich elektronli na svételny, ten je usmérnén na povrch CCD
C¢ipu pomoci optickych vldken bezeztritové, nebo za cenu ztrdt pomoci cocky
umoznujici vétsi flexibilitu. Déle se vyuzivaji chlazené pomalu skenujici CCD kamery

(Slow-scan CCD camera — SSC), ¢imZ dochazi ke snizeni Sumu [17].

CCD snima¢ pracuje tak, Ze se v prvni fazi odsaje veSkery ndboj ze snimace
(Obr. 16). V druhé fazi je pfivedeno na elektrodu 1 kladné napéti a snimac se vystavi
pusobeni svétla. Dopadajici fotony vytvaieji v polovodici pary elektron-dira. Elektrony
jsou pfitahovany k elektrodé 1, kterd je od polovodiCové vrstvy oddé€lena nevodivé
vrstvou SiO,. Diry jsou pfitahovany k zdporné elektrodé, kde zelend teCkovand Cara
znéazornuje hranice pixelu. Po ukonceni expozice dochdzi ve tieti fazi ke sbéru elektronti
z jednotlivych pixeld. Sbér elektronti je provaddén sniZovanim napé€ti na elektrodé 1,

vedle toho je na elektrod€ 2 zvySovano napéti, které elektrony pftitahuje.
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Tento proces se d&je poté mezi elektrodou 2 a 3. Cely cyklus je opakovan dokud
nejsou odsdty elektrony ze vSech pixeli. Elektrony vytvafi na vystupu CCD snimace

proud ktery je zesilovan a ddle zpracovan pro digitalni ptenos [9].

1 2 .2 1 2 - .3
510, ":;‘ N o vystup
8 ® 5 ‘>_0
s %cooo o ;
.3 1 2 .3 1 2 .3
Si0; S e vystup
R °
Si 00000 )

Obr. 16: Vytvareni a posun ndboje v CCD snimaci [18]

CCD snimac jako dvourozmérny detektor prevadi redlny obraz na digitdlni,

rozdily mezi nimi popisuji charakteristiky CCD snimace:

e Stredni hodnota zisku E: Je definovana rovnici (16), kde 1 je stfedni hodnota
vystupniho (digitdlniho) signdlu pfi homogennim osvitu cCipu, b je prumeérna
hodnota pozadi méfend pro urcitou expozi¢ni dobu bez osvétleni a Ve je prumérna

elektronovd davka na pixel. Stiedni hodnota zisku je vysledkem ucinnosti

scintildtoru, optického vedeni na CCD ¢ip a citlivosti CCD C¢ipu [17].

~
|
S|

(16)

z|

® Linearita: Zisk by mél byt linedrni a nemél by se ménit s elektronovou déavkou

dopadajici na Cip [17].
® Homogennost y(n): Je definovana rovnici (17) pro n-ty pixel snimace a urcuje
variace signalu mezi pixely pfi homogennim osvitu [17].

_I(m—h(n)

y(n) (17)

€
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Dynamicky rozsah R: vyjadiuje rozsah signdlii, které miiZze zaznamenat detektor,

neboli signély jenZ jsou méfitelné. Standardné se pouzivé pro védecké CCD kamery

rovnice (18), kde Lo je nejveétsi hodnota zaznamenatelného signalu detektorem

a o, je Cteci Sum Cipu [17].

1
R=20-log,, (—] (18)
O,

b

Detekcni kvantovd ticinnost (DQE): Je vzidy mensi nez 1 nebo pro idedlni detektory
rovna 1, takovy detektor nevnasi do signdlu zZadny Sum. Vypocitivd se z poméra
signdlu S k Sumu N (SNR) pro vstupni a vystupni signdly — rovnice (19) [17].
Pomoci DQE Ize hodnotit cely opticky systtm 1 jednotlivé Casti

(scintilétor, prevodni ¢ocka)

2
) _
N Rv;’lstupni N vystupni

S
DQE = - (19)

SNR: ( j
vystupni

vstupni S
N

Modulacni prenosovd funkce MTF: Rozlisni detektoru neni ddno jednoduSe pouze
velikosti pixelu, ale bodovou rozptylovou funkci (PSF), kterd koresponduje
se zobrazovanim bodového objektu mensiho nez velikost pixelu. Pro PSF s rota¢ni
symetrii je spiSe pouzivdna modulacni pienosova funkce (MTF) [17]. MTF
vyjadiuje zménu pienosu jasu (druhd mocnina amplitudy) v zavislosti na frekvenci.
MTF lze vyjadrit pro elektronovy mikroskop jako celek sou¢tem MTF jednotlivych
podskupin (MTF = MTFikroskopu + MTFcep kamery) [19].

2.4 Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Princip funkce je zndzornén v pravé casti Obr. 2. V elektronové trysce vznika

svazek primdrnich elektront, jejichZ energie je urcena velikosti urychlovaciho napéti,

které je pro SEM do 30 kV. Primarni svazek elektroni je zaostien kondenzorem tak,

vvvvv

aby m¢l pozadovany prumér kiiziSt€¢ s pozadovanou proudovou hustotou.
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Dale je svazek primdrnich elektronii zaostfen objektivem na povrch prepardtu po némz
skenuje pozorovanou plochu pomoci vychylovacich civek. Povrch prepardtu musi byt
z divodu odvodu nédboje vodivy. Interakci svazku primarnich elektroni se hmotou
preparatu vznikaji signdly v nichz je zakomponovéna obrazova informace. Nejobvykle;ji
uzivanym signdlem ve zobrazovani jsou sekundarni elektrony (SE) nesouci
topograficky kontrast, které se detekuji pomoci detektoru SE a jsou pievadény
na obrazovy signdl, jenZ Ize zaznamenat nebo piimo zobrazit na obrazovce. Obdobné

se zpracovavaji i dalsi signaly v SEM.

2.4.1 Elektronova tryska

Pro SEM je urychlovaci napéti, podobné jako v TEM, jednim ze zakladnich
parametrii, protoZe ovliviiuje rozliSovaci schopnost SEM, kterd je ddna piedevsSim
pramérem dopadajiciho svazku primarnich elektronii a energii elektronli ovliviiujici
velikost interakéntho objemu. Vybér katody je didn mnoha parametry,
pfi¢emZ pro dosaZeni maximalni rozliSovaci schopnosti je kladen diiraz na minimalni
energeticky rozptyl svazku primarnich elektront a proud svazku pro jeho urcity prameér.
Cilem je dosdhnout co nejmensiho priméru svazku. Tyto parametry nejlépe spliuji

autoemisni trysky viz. Tabulka 3 a Obr. 11 [21].

2.4.2 Kondenzor

Kondenzor soustied’uje elektrony do kiiZist¢ pozadovanych rozméri
(primdrni je zmenSit prumér kiiZiSt¢) s pozZadovanym proudem svazku. Obr. 17
zobrazuje paprskovym diagramem elektron optické soustavy postupné zmenSovani

vvvvv

pro zmensSeni M na zaklad¢ ohniskové vzdalenosti f a predmétové vzdalenosti L,,.

L
M=r (20)

Pro zvySeni koherence svazku je kondenzor vybaven kondenzorovou clonou.

Zménou pruméru clony lze docilit vyssi koherence svazku a mens$iho radia¢niho

poskozeni vzorku.
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1. kFizité ¢ = 30 pm

Ly
:\ clona2 ¢=1pm
\{z;mm “spray” clona

#—,— — —=Cocka 1 (kondenzor)

S clona1 ¢=10pum
zztbrza wzzzzz  “spray” clona
— — — —=&otka 2

——- 3. Kiizi§te ¢=03pm

Cocka (objektiv)
2 kone&na clona ® =100 pm

elektronovy svazek ¢ =30 nm

vzorek

Obr. 17: Paprskovy diagram elektronové optické soustavy SEM [20]

2.4.3 Vychylovaci civky

Svazek primdrnich elektronti je vychylovdan ve dvou na sebe kolmych osach,
kde pro kazdou osu je pouzita dvojice civek, tim se snizuji optické vady ve zobrazeni.
Skenovani po povrchu prepardtu se déje po tadcich, ¢ehoZ se dosahuje napdjenim
vychylovacich civek ze zdroje pilového napéti. Frekvence pilového napéti v fadkovém
kmitocCtu je vyssi nez frekvence snimkového kmitoctu. Signél budici vychylovaci civky

také synchronizuje tvorbu obrazu ve zobrazovaci jednotce [7][9].

2.44 Objektiv

Na vlastnostech objektivu je =zdvisld maximdlni dosazitelnd rozliSovaci
schopnost SEM. Omezeni rozliSovaci schopnosti je ddano piedevsim velikosti sférické
vady, kterd uruje minimalni moZny prumeér kiizisté. Sférickd vada klesa se zmenSujici
se ohniskovou vzddlenosti objektivové ¢ocky a maximalni tihlovou aperturou objektivu
danou primérem objektivové clony (Obr. 17). Objektiv mé také za ukol zaostfit svazek
primdrnich elektront do roviny povrchu preparatu po némz svazek primarnich elektront
skenuje. Pak 1ze maximalni rozliSovaci schopnosti SEM dosahnout pokud bude preparat
co nejbliZe objektivu, kdy lze vytvofit minimdlni priméru kfizist€. Umisténim detektoru
sekunddrnich elektront do vnitiniho prostoru objektivu 1ze docilit minimalni ohniskové
vzdalenosti objektivu, elektrony se pohybuji v magnetickém poli Cocky smérem

k detektoru po spirdle [7][9][11].

31



2.4.5 Predmét

Vysledkem interakce primdrniho svazku elektroni se hmotou je néktery
ze signdlll znazornénych v horni ¢asti Obr. 18. Uvniti prepardtu je dile naznaen
interak¢éni objem (pro urcitou velikost energie primdrnich elektronl), z néhoz tyto
signdly unikaji. Interakéni objem se zmenSuje s energii primdrniho svazku elektront.
Proti tomu se od urcité meze zvétSuje primér primarniho svazku elektronii v zavislosti

na snizujici se energii — dano Abbeho rovnici (1) [4][7].

Primarni svazek elektronu

Katodoluminescence
-
LA

Preparit
BSE

RTG char.
Teplo

RTG spoj.

Sekundirni katodoluminiscence

Obr. 18: Interakéni objem a vznikajici signdly v SEM [4][7][9]

Obr. 19 naznacuje pocet elektronli opoustéjici vzorek v ur€itém rozsahu energii,
ktery odpovida dané interakci. Sekundarni elektrony (SE) maji energii do 50 eV oproti
zpétné€ odraZzenym elektroniim (BSE), které se mohu vyskytovat v rozsahu energii od 50
eV az po energii elektron primarniho svazku. Ke zpétnému odrazu muaze dojit i diky

vicendsobnym srazkam [4][7][9].

N(e)

A

Obr. 19: Rozdé¢leni elektronti podle energie [9][20]
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1. Sekundarni elektrony (SE)

Pravé SE vznikaji nepruznym rozptylem primdrnich elektronii s elektrony
ve valenénim nebo vodivém pdasu [4]. Velikost energie SE se pohybuje do 50 eV.
Pro emisi SE se nepouzivd ucinny prifez, protoZze neni schopen pokryt veskeré
mechanismy produkce SE, proto se zavadi vynos J podle vztahu Obr. 20, kde Nsg

je pocet sekundarnich elektronti a Ng je pocet primarnich elektroni [7].

o=—E 21

Vynos SE 6 se méni s energii primarnich elektronti Ey, ale stfedni energie SE
zustava stejnd. Pravdépodobnost vyskytu SE je nejvyssi pfi energii 5 eV a klesa k nule
pfi hodnotach vétSich nez 50 eV. Vliv vystupni prace kovu a vliv krystalové struktury
latky, z niZ SE unikaji je minimalni, v fddu jednotek procent. Nejvétsi vliv na mnoZzstvi
excitovanych SE ma dhel dopadu primarniho svazku elektront vii¢i normale k povrchu

preparatu, tim vznika topograficky kontrast — Obr. 20 [7].

Preparat

Obr. 20: Emise sekundarnich elektront [9]

Se zménou topografie povrchu se méni pocet SE, ktery je ovlivnén jesté dalSimi
zpusoby excitace SE naznacenymi na Obr. 21. Kde SE; jsou pravé sekundarni
elektrony, SE, jsou sekundarni elektrony excitované srazkou zpétné¢ odraZenych
elektronti v tenké povrchové vrstvé prepardtu tsg a SE; jsou sekundarni elektrony
excitované dopadem zpétné¢ odraZenych elektronii na sténu komory SEM. Dile
je vpravé casti Obr. 21 zndzornén detektor sekundarnich elektroni s piedpétim
200 V, jez je schopno odsat vétSinu SE, tim se stdva prostorova distribuce SE méné

podstatnou [4][12][22].
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Obr. 21: Ruzné zpusoby excitace SE [22]

Z pohledu maximélni rozliSovaci schopnosti jsou SE, a SE; ruSivym signilem
[23]. Vliv zmény velikosti urychlovactho napéti na rozliSovaci schopnost SEM JEOL
JSM-7401F pfi normdlnim moédu Ize vidét na modré carkované kiivce (Obr. 22),
cervend kfivka zndzorfiuje rozliSovaci schopnost pfi moédu jemného svazku.
V tomto médu je na preparat priloZen zdporny potencidl, ktery zpomaluje dopadajici
elektrony a navic svym elektrostatickym polem zkracuje ohniskovou vzdélenost
objektivu. Vyhodou tohoto principu je také, Ze svazek primarnich -elektrona
je zaostfovan pfti vyssi energii do ur¢itého pruméru kiizisté a aZ poté je zpomalen, navic
je tim sniZzeno radiacni poSkozeni a vliv prostorového naboje projevujici

se u nedostate¢n¢ pokoveného preparatu [11][20].

(nm)RozliZovaci schopnost

\ \ ——Normal mode
N /

“"""-....

__Gentle beam

0 3 & 9 iz 15 (kV)

Obr. 22: RozliSovaci schopnost SEM pro dané urychlovaci napéti [11]

2. Zpétné odrazené elektrony (BSE)

Signdl BSE je dalSim nejpouzivanéjSim signdlem pro zobrazovani v SEM.
Zahrnuje v sobé topograficky kontrast a materidlovy kontrast. Obecné jsou BSE takové
elektrony, jenZ jsou rozptyleny do thlu vétstho nez 90°. To mulZe nastat na zdkladé
pruzného rozptylu jadrem jediného atomu, ktery lze popsat Rutherfordovym rozptylem
(22), nebo na zédklad¢ vicendsobnych srdaZek. Pokud se elektron nachdzi ve vhodné

vzdélenosti od povrchu a ma dostatek energie, tak opousti preparét (ke ztrité energie
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dochdzi skrze nepruzny rozptyl, ale i pfi pruzném rozptylu elektron ztrici ¢ast své

energie — pruzny rozptyl je uvazovan v ur¢itém rozmezi energii) [4][7].

dO'(@)_ e4'ZZ
dQ

22
16-(47[80)2-E§-sin4§ 22)

kde: Ej je energie primarnich elektroni

Diferencidlni uinny prifez j—gpodle rovnice (22) popisuje pravdépodobnost

s jakou bude elektron rozptylen do prostorového uhlu d©, kterd roste v zdvislosti
na atomovém Cisle Z. Proto BSE také zobrazuji materidlovy kontrast — ¢im je vySsi

atomové Cislo Z, tim lze detekovat vice zpétné odrazenych elektroni [4].

Tuto skute€nost zobrazuje Obr. 23 jako velikost kruznice pro Au a pro Al, kde g—g

je diferencidlni G¢inny prifez, ¢ je ihel dopadu primarnich elektrond [22][23].

(@) —— 102 keV (b)
----- 9.3 keV

Obr. 23: Graf uhlového rozdé€leni diferencidlniho ucinného priurezu [22]

Z Obr. 23 Ize vidét prostorovou distribuci BSE, jenZ je zavisl4 na thlu dopadu
primdrnich elektronli. Zakladni umisténi detektoru BSE je obvykle v horni ¢&ésti
komory, pfipevnény k pdélovym ndstavcim objektivu, kde je schopen detekovat
maximum BSE pro nulovy thel dopadu primarnich elektronti vi¢i normale povrchu
preparatu. Na detektoru neni pfiloZzen Zadny potencidl, protoZe BSE maji relativné vice
energie oproti SE a pohybuji se v prostoru preparatové komory piimocaie. Tim vznika
topograficky kontrast pro BSE, jenZ ma opacnou zdavislost oproti SE. Detekované
mnoZzstvi BSE s rostoucim thlem dopadu primérniho elektroni viic¢i normale k povrchu

preparatu klesd. Podobné jako u SE existuje vice zpiisobu excitace BSE — BSE; jsou
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pruzné¢ zpétn€é odraZené primdarni elektrony, BSE, jsou nepruzné zpétné¢ odraZené

primdrni elektrony, BSE3 jsou elektrony odrazené dopadem BSE; od komory SEM [23].

3. Charakteristické RTG a Augerovy elektrony

Pokud se primarni elektron nepruzné srazi s elektronem ve vnitini vrstvé atomu
a predd mu kinetickou energii vétsi nez kritickou E. (pro danou vrstvu K, L atd.),
tak elektron opousti svoji energetickou vrstvu a zanechd po sob¢ diru. lonizovany atom
je nyni v excitovaném stavu. Atom se miiZe vratit do zdkladniho stavu, v némz ma
nejnizsi energii, zaplnénim diry elektronem z nékteré vnéjsi vrstvy. Elektron opoustéjici
vnéj$i vrstvu a zaplnujici diru md energii vétsi, neZ piisluSnad vrstva ve které dira je.
Tato energie se bud’to vyzaii jako charakteristické RTG zéfeni, nebo se pfedd Augerovu

elektronu. Oba signdly jsou charakteristické pro dany atom [4][9].

Nejvétsi pravdépodobnost vzniku emise Augerovych elektront nastava u prvka
s relativné malym atomovym Ccislem (uhlik, dusik, kyslik atd.). Augerovy elektrony
unikaji v malé vzdalenosti od povrchu preparatu (do 3 nm), tim je tato analyza velmi

naro¢nd na Cistotu vakua a povrchu [4][9].

4. Brzdné RTG zareni

Brzdné RTG zéteni vznikd, kdyZ je pronikajici elektron natolik pfibliZzen k jadru
atomu, Ze jadro elektron zpomaluje Coulombovskymi silami. Zpomaleni elektronu
v elektrickém poli jadra maze vyvolat souvislé RTG zéfeni, jeZ miZze nabyvat hodnot
energie az o velikosti energie primdrniho svazku. Brzdné zéafeni zhorSuje kvalitu

analyzy charakteristického RTG zéreni [4][9].

5. Katodoluminiscence

Vznikd ptechodem elektronu z valen¢niho pésu pies zakidzany do vodivého,
kdy po tomto pfechodu vyvolaného srazZkou vznikne ve valen¢nim pésu dira. Naslednou

rekombinaci elektronu dojde k vyzaieni jeho pfebytecné energie ve form¢ fotonu [4][9].
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6. Plazmony

Plazmony jsou kolektivni oscilace volnych elektront, které nastanou,
kdyZz primarni svazek elektronli prochazi preparitem a interaguje s elektronovym

plynem tvofenym shlukem volnych elektront [4][9].

Predmét je uchycen v kiiZovém stolku, ktery umozZnuje pohyb v ose X, Y, Z,
rotaci kolem osy Z o 360° a ndklon do 90° obvykle vose Y. Translacni pohyb
se vzorkem je uskutecnén presnymi mikrometrickymi posuvy s vili mensi nez 1um,
které mohou byt mechanické nebo vybaveny elektromotorickym posuvem [7]. Poloha
prepardtu v ose Z urcuje vzdélenost prepardtu od objektivové Cocky, a tim hloubku
ostrosti 4 pro SEM podle vztahu (23), kde d je poZzadovana rozliSovaci schopnost a a
je polovicni thlova apertura svazku vystupujiciho z objektivu. Hloubka ostrosti se tedy
zveétSuje se vzdalenosti prepardtu od objektivu, nebot’ tim se zmensuje thlova apertura

svazku.

ped (23)
(04

2.4.6 Detektor

v v s

Nejbéznéjsim detektorem SE je detektor podle Everharta a Thornleye (ET),
ktefi jej zkonstruovali. Detektor je sloZen dle Obr. 24 z kolektoru, na némz je ptiloZen
kladny potencidl (200 — 400 V) odsévajici SE, uvnitt kolektoru je scintildtor, na kterém
je kladny potencidl 10 kV, jenz urychluje SE pfed dopadem na scintildtor.
Ten je spojeny se svétlovodem, jimz se $ifi foton vyvolany nepruznym rozptylem SE
pfi dopadu na scintildtor. Dédle nésleduje fotondsobic, kde foton fotoelektrickym jevem
uvolni do vakua elektron, ktery je urychlovan k prvni dynodé€ s kladnym potencidlem.
Dopadem elektronu na dynodu jsou vyrdzeny sekundarni elektrony, které jsou
urychleny k dalsi dynodé€, jenz méd vyssi potencidl. Z posledni elektrody (anody)

je ptes odd¢lovaci kondenzator odebiran detekovany proud [9][23].
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Obr. 24: Everhart-Thornley detektor SE [22]

Jako scintilatory se pouZivaji:

Plastické scintilatory — z polymethylmethakrylatu, 1ze je snadno vyrobit chemickou
polymeraci do pozadovanych tvari. Nevyhodu je pokles ucinnosti radiaCnim

poskozenim (aZ 50 % za hodinu) [23].
Sklenéné scintilatory — skla aktivovana lithiem, maji nizky svételny vytézek [23].

Praskové scintilatory (polykrystalické) — nejpouzivan€j$i kiemiCitan ytrity

aktivovany cérem, oznacovany jako P47 [23].

Monokrystaly — pouZzitelné jsou pro SEM pouze anorganické monokrystaly,
napi. YAG (ytrium hlinity granat aktivovany cerem) a YAP (ytrium hlinity
perovskit aktivovany cerem). Ty maji nejlep$i vlastnosti z vySe uvedenych

scintilatoru [23].

Dalsimi méné pouzivanymi detektory jsou polovodi¢ové detektory, které maji

hor$i DQE, nebo ndsobicové detektory u nichZ dochdzi k problémliim s kontaminacemi

a jsou vhodné pro specidlni aplikace [23].

BSE se siii diky své energii od 50 eV po energii primarniho svazku piimocare,

proto se na scintilator nepifikladd napéti, jenZ by odsavalo elektrony. Pro detekci BSE

je dulezitd poloha detektoru. Zdkladni poloha je naznacena na Obr. 25 jako poloha

vysokého dhlu 1 a kni se vdZe zachyceny signdl z detektoru 1, kde lze vidét

topograficky kontrast pro BSE. Ten je moZné porovnat také signdlem SE,
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jenz ma opacny priab¢h jasu. V bodé D dopadu primarniho svazku elektronii dochdzi
k tzv. hranovému jevu, jenZ nastavd dopadem primdrniho svazku elektronti na hranéch,

kde se extrémné zvétSuje interakéni plocha, jenz mohou opustit SE [23].

poloha vysokého
Ohlu

] N\ detektor 2
\ stiedniho
S Ghlu

/3 nizkého
Uhlu

/ detekeéni
oblast

intensita signalu
Al
- m>§
=Y
| ®
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Obr. 25: Poloha detektoru SE a BSE [23]

Signdl zachyceny detektory spolu se synchroniza¢nimi signédly lze zobrazit
na obrazovce, €i zpracovat zdznamovou technikou bud’to digitdlng, nebo analogové.
ZvétSeni obrazu je pak ddno pomeérem Sitky plochy zobrazovacitho média ku Sitce
skenované plochy, kdy takto vypoctend hodnota zvétSeni obvykle zahrnuje urcité

prazdné zvétSeni.

2.5 Nizkonapét’ovy elektronovy mikroskop 5 (LV EM 5)

Rutinni TEM s urychlovacim napéti 100 kV dosahuje rozliSovaci schopnosti
v faddu desetin nanometril, avSak u biologickych vzorkl vysledny obraz vykazuje nizky
kontrast, ktery je nutné zvySit kontrastovacimi metodami vyuZivajici tézkych kovl
— vztah (14). Tento postup vSak mtiZze vnést do obrazu artefakty, nebot’ nepozorujeme
samotny vzorek, ale atomy tézkych kova, které struktury obklopuji. Pfirozenou cestou
ke zvySeni kontrastu je sniZeni urychlovaciho napéti, ¢imz vzroste pravdépodobnost

rozptylu dle rovnic (13), (14) [24].
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2.5.1 Historie

Tato mySlenka ohledné zlepSeni kontrastu biologickych objektd v TEM pomoci
uziti pracovniho napéti nékolika kV je stard vice nez 40 let. Vroce 1958 Nixon
poukdzal na to, Ze zvysSujici se pravdépodobnost neelastického rozptylu pfi nizkych
energiich miZe zdroven zvysSit kontrast. Prakticky tuto mySlenku rozvijeli Willska
a Mollenstedt [25]. Mollenstedt a Heinemann pouZzili vysSi urychlovaci napéti
a elektrony pied prichodem prepardtem zpomalili ve Faradayové klicce a poté je opét
urychlili. Elektrony, které jako nizkoenergetické vytvofily prichodem prepardtem
kontrastni obraz mély byt na své drdze pred i za prepardtem jako vysokonenergetické
odolngjs$i vuci cizim elektrickym polim a navic mély po dopadu na stinitko vytvaret
jasn&jsi obraz. Takto upraveny elektronovy mikroskop vSak vykazoval podstatné horsi
rozliSovaci schopnost nez bézné elektronové mikroskopy [26] a usili k sestrojeni
nizkonapétového prozatovactho mikroskopu (LV TEM) bylo zastaveno pfiblizné¢ pied
30 1éty. Dle Mollenstedta byla divodem nizka svétlost elektronového zdroje pii nizkém
urychlovacim napéti a tedy nedostateCnd intenzita obrazu na deteknim zafizeni
(stinitko, fotografickd emulze), vyssi kontaminace a vysSi citlivost na magneticka

a elektrickd rozptylova pole [25].

Pocitkem devadesitych let profesor Delong analyzoval, zda je moZné
v souc¢asnych podminkdch pieklenout uvedené problémy a realizovat LV TEM
pro studium pfevazné lehkych atomt jako jsou H, N, O, C, P, S. Zjistil, Ze pii optimalni
hodnoté energie 5 keV to mozné je [24]. K fyzické realizaci pomohl technologicky
vyvoj na poli elektronové mikroskopie za poslednich 20 let. Byly vyvinuty
nizkonapét'ové trysky s vysokou svétlosti pracujici v Schottkyho rezimu, nebo s LaB¢

krystalem a déle byly vyvinuty kvalitnéjsi vyvévy produkujici ¢isté vakuum [25].

2.5.2 Konstrukce LV EM 5

Konstrukce LV EM 5 vychézi z Willskyho konceptu LV TEM, ktery pocita
s elektronovym mikroskopem umoZziiujicim zvétSeni v faddu ndsobkl desitek az stovek.
Obrazova informace zahrnuta v elektronovém svazku je pfevedena na svételny obraz
na fluorescencnim stinitku a ten je dale zvétSen pomoci svételného mikroskopu [25].
Na Obr. 26 je konstrukéni uspotddani LV EM 5, kde 1ze vidét v dolni ¢asti elektronovou

optiku, v niZ netradién¢ svazek primdrnich elektroni sméfuje vzhlru proti gravitaci

a v horni ¢asti je standardni svételny mikroskop s binokuldarem a CCD kamerou.
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Obr. 26: Konstrukce LV EM 5 [27]

V TEM rezimu vznikd v elektronové trysce svazek primérnich elektronti
s energii danou urychlovacim napétim, jehoZ hodnota se pohybuje okolo 5 kV a lze jej
z divodu zmény priméru svazku ménit, nebot’ ddle je svazek zaostfen dvojitym
kondenzorem s neménnou ohniskovou vzdélenosti. Prichodem svazku primérnich
elektronli preparatem dochazi k interakci elektronti s hmotou a urcitd ¢ast rozptylenych
elektronil je ze svazku vyloucena zdchytem na objektivové cloné. Svazek primarnich
elektroniim, nyni nesouci obrazovou informaci je poté zaostfen objektivem s neménnou
ohniskovou vzdalenosti, tak aby doslo ke zvétSeni,

které je dale uskute¢néno projektivovymi co¢kami s proménnou ohniskovou vzdalenosti

[24][25][26][28].

Findln¢ je svazek primdrnich elektronli transformovdn na svételny obraz
dopadem na stinitko, které nemd prakticky zddnou mikrostrukturu [24][25][26][28].
ZvétSeni pomoci elektronové optiky je mozné az 360x [29]. Obraz vytvoifeny na stinitku
je dale zvétSovan standardnim svételnym mikroskopem s maximalnim zvétSenim 400x.

Maximaélni celkové zvétSeni je 145.000x [27] [29].

LV EM 5 umoziluje pracovat v rezimu TEM, ktery je predmétem zdjmu této

diplomové préce, déle 1ze pracovat v rezimu elektronové difrakce (ED), transmisniho
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elektronového mikroskopu (STEM) a vreZimu SEM. V reZimu STEM je kontrast
obrazu podobny jako pfi zobrazeni v reZimu TEM, avSak ke zobrazeni se vyuZziva
proslych elektronli z primarniho svazku zaostfeného do bodu. Takovymto svazkem
prepardty, které jiz nelze pro jejich Sitku zobrazit v reZimu TEM. Prepardty vhodné pro
rezim TEM by méli mit tloustku okolo 20 nm, kdezZto v reZimu STEM lze pozorovat
preparaty az do tloustky 60 nm [24][30][31].V reZimu SEM je zdrojem kontrastu signal
BSE, ktery je sniman pomoci dvou polovodicovych detektorii umisténych ve stejné
velkych opacné orientovanych thlech od osy primarniho svazku elektronti. Odectenim
signdlti z obou detektorti se ziskd topograficky kontrast a naopak sectenim je ziskan

materidlovy kontrast [23][24][29].

2.5.3 Elektronova tryska

Zdrojem primarniho svazku elektronit LV EM 5 je elektronova tryska na bazi
Schottkyho emise tvofend z wolframového mono krystalu (100) aktivovaného oxidem
zirkonia pro sniZeni vystupni prace kovu [29]. Elektronovd tryska je vloZena
do magnetického pole prvni kondenzorové ¢ocky (Obr. 28 — pozice 1) [28], emitované
elektrony jsou urychlovany nebo zpomalovdny mezi extrakéni elektrodou a anodou,
kterd je na nulovém potencidlu [27]. Provoz trysky s Schottkyho emisi vyZaduje

vakuum 107 Pa [10].

2.5.4 Vakuova technika

Predkomora oddélend systémem samouzaviraci vakuové propusti je Cerpédna
v prvnim stupni pfes ruéné ovladany ventil membranovou vyvévou a v druhém stupni
turbomolekuldrni vyvévou. Vyse popsané oba stupné tvoii jeden celek doddavany firmou
Pfeiffer vakuum. Dadle je tento Cerpaci systém spojen pfes rucn¢ ovladané ventily
s tubusem mikroskopu a slouzi k prvotnimu cCerpani z atmosférického tlaku
nebo pfi vniknuti vzduchu v dasledku chybné vymény prepariatu [29]. DosaZeny tlak
je meéfen Penningovo vakuometrem pracujicim na principu doutnavého vyboje
ve zfedéném plynu v magnetickém poli [14]. Tlak dostacujici pro vyménu preparitu
a ke spusténi iontovych vyvév je 5x107 Pa. Pracovni tlak uvnitf tubusu je kontinudln&
udrzovan dvéma iontovymi pumpami, z nichZ jedna je pfipojena k tubusu v prostoru

elektronové trysky a druhd v prostoru preparatu. Méfeni tlaku je uskute¢néno na zdkladé
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proudu protékajictho mezi elektrodami iontové vyveévy. Provozni tlak uvniti tubusu

v oblasti katody je 107 Pa a v oblasti preparétu 10 Pa [29].

2.5.5 Elektronovy kondenzor

Elektronovd kondenzorovd c¢ocka je konstruovdna na zdkladé novych typl
elektron optickych Cofek s permanentnimi  magnety. Elektronové  Cocky
s permanentnimi magnety nemohou byt realizovany jako jednoduché Cocky bez vlivu
nevhodnych rozptylovych poli. ReSeni tohoto problému je v implementaci
magnetického obvodu se dvéma mezerami, tak vzniknou ¢ocky dvé. Pro konstrukci
cocky je vyuZzito modernich permanentnich magnetli na bdzi SmCos. Na Obr. 27
je zndzornéna slozend ocka, jejiz souddsti je kondenzorovd Gocka a objektiv. Cst 1
kondenzoru je integrovanou soucdsti elektronové trysky a ¢ast 2 tvoifi druhou zénu
objektivové CoCky. Ob¢ elektronové Cocky jsou vybaveny elektrostatickymi oktopodly,
které slouzi jako stigmatory a také umoznuji vychylovani svazku primdrnich elektroni.

Soucasné je v oblasti kondenzoru umisténa kondenzorova clona [27][28].

_—

Obr. 27: Konstrukce elektronové co€ky s permanentimi magnety [28]

2.5.6 Preparat

Preparat Ize vkladat do LV EM 5 vstupnim systémem — Obr. 28 pozice 5,
ktery je Cerpan turbomolekularni vyvévou [25][28]. Prepardty jsou vklddany jako fezy
na standardnich elektron mikroskopickych sitkich @ 3 mm [29] pomoci drzaku
preparatu — Obr. 28 [25][28]. Ostfeni elektron mikroskopického obrazu se uskutecnuje
mechanicky pomoci Sroubu ostfeni — Obr. 28, protoZe objektivova Cocka je tvotfena

permanentnim magnetem s pevnou ohniskovou vzdélenosti [32].
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2.5.7 Elektronovy objektiv

Elektronovy objektiv je podobné jako kondenzor vyroben z permanentniho
magnetu a je soucasti sloZené cocky z Obr. 27. Na Obr. 28 je zakreslena elektron
optickd ¢ast LV EM 5, kde Ize vidét umisténi objektivu — pozice 2 a objektivové clony

[27][28].
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Obr. 28: Schématické zndzornéni elektron optické ¢asti LV EM 5 [25][28]

2.5.8 Elektronovy projektiv

Elektronovy projektiv je tvofen dvéma elektrostatickymi ¢ockami viz Obr. 26
[27] (Obr. 26 je ndkres komer¢ni verze zroku 2000, kdezto Obr. 28 je ndkres
experimentdlntho LV EM z roku 1994, kde byl projektiv feSen tfemi elektrostatickymi
¢ockami — pozice 3). Zménou potencidlu elektrostatickych cocek 1ze docilit ménitelného

finalniho zvétSeni v rozmezi 36x az 360x [29].

2.5.9 Fluorescenéni stinitko

Fluorescen¢ni stinitko je tvofeno monokrystalem YAG aktivovanym cerem
o pruméru 10 mm a tloustky 0,2 mm, jenZ dovoluje pouZit standardni svételné
objektivy s obvyklou hodnotou kompenzace kryciho skla. Stinitko je umisténo v horni
¢asti tubusu na pozici 4 (Obr. 28), kde je uchyceno v télese matice, kterd umoziuje
zménu polohy stinitka v ose Z. Tim je moZno zaostfit obraz pozorovany svételnym

mikroskopem. DQE YAG stinitka Qg je 5 %, Index lomu n je 1,85, ¢imZ je sniZen
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L "y _ v . 1 o
svételny tok vstupujici do objektivu svételného mikroskopu na 3 SniZzeni kontrastu

vlivem totalniho odrazu nehraje Zadnou roli. Porovnanim svételnych tokii pozorovanych
pouhym okem na standardnim stinitku z polykrystalického materidlu vici svételnému

toku pozorovaného objektivem svételného mikroskopu na YAG stinitku ze vztahu (24)
vyplyvd, Ze pomér svételnych tokl je piiblizné 3—(1)0 To umoznuje sniZit proudovou
hustotu primarniho svazku 300x a tim zmenSit radia¢ni poskozeni vzorku [25][27][28].

QP.(NS)2 - 1
0-(N,7-03 300

(24)

kde: Q, je DQE polykrystalického stinitka (Q, = 0,25)
N. je numerickd apertura oka (N. = 0,01)

N, je numerickd apertura svételného objektivu (uvazovan 20x N,=0,7)

RozliSovaci schopnost stinitka je na zdkladé rozptylu elektronii zavisld na jejich
energii, jak dokldd4d simulace metodou Monte Carlo (Obr. 29). Pro energii elektronli

5 keV je rozliSovaci schopnost stinitka ptiblizné 0,2 um [28][34].

Obr. 29: Simulace trajektorie elektront v monokrystalu YAG [28][34]

2.5.10 Svételny mikroskop

K LV EM 5 je ptipojen standardni svételny mikroskop firmy Olympus vybaveny
objektivem M4x, M40x a binokularem M10x. Mikroskop umoZziuje pozorovat obraz
binokuldrem nebo binokuldrem a CCD kamerou nebo jen CCD kamerou [29]. Vyhodou

pozorovani YAG stinitka pomoci svételného mikroskopu oproti konvenc¢nimu piimému
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pozorovéni findlné zvétSeného obrazu elektronovou optikou na stinitku je, Ze zorné pole

(virtudlni) miZe byt azZ 265 mm tj. azZ 3x vetsi oblast oproti konvencnim TEM [28][29].

2.5.11 CCD kamera

Mikroskop je vybaven slow scan CCD kamerou firmy Proscan HSS 1300
pfipojenou k PC skrze PCI kartu umoziujici vycCitdni digitdlnich dat. Kamera
je vybavena CCD snimacem firmy Sony s pfenosovymi mikroco¢kami. Rozmér pixelu
je 6,7 um x 6,7 um. Aktivni plocha pixell (rozliSeni CCD) je 1300 x 1030. Rozsah
spektra je 280 — 1000 nm [29] (maximdlni emisni vlnova délka YAG je 550 nm) [23].
Maximadln{ kapacita pixelu je 25.000 elektronii. Stfedni kvadratickd odchylka vy¢itaciho
Sumu je okolo 18 elektroni. Digitdlni vystup je 12 bitovy s frekvenci 16 MHz. A/D
prevodnik ptevadi 6 elektroni na bit. Kamera je chlazena pomoci Peltierova ¢lanku.

Pracovni teplota kamery je od 0 do 35 °C a vlhkost vzduchu nesmi ptekrocit 75 % [29].

2.5.12 Tvorba kontrastu

Vznik kontrastu v LV TEM je dén rozptylem elektronil a Ize jej stanovit z podilu
poctu elektronit dopadlych na stinitko n ku poctu srazejicich elektroni ng, jenz
koresponduji s intenzitou / svazku elektronli dopadajictho na stinitko ku intenzité

primdrniho svazku Iy dle vztahu (25) [32].

_ (25)

Kontrast C pak lze definovat jako c=1-2 [35], nebo jako logaritmicky
ny

kontrast ¢,,, =log (%j [36].

Ve vzorci (25) se vyskytuje totdlni ucinny prufez pro jednu Castici or,

. y P . P 1
ktery je souctem uc¢inného prifezu o. — vztah (13) zavisejiciho na I7El a o;— vztah (14)

2
. Z TR (o o
zévisejictho na (5) . Z cehoZz je patrné, Ze kontrast obrazu roste s klesajicim

urychlovacim napétim a se zvySujicim se atomovym ¢islem Z. Pro biologické preparaty
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je zdavislost kontrastu na atomovém c¢isle minimdlni, nebot’ v nich pfevazuji prvky

s nizkym atomovym ¢islem — od nejpocetnéjStho O, H, C a N [37][38]. Konkrétni

zavislost totdlniho elastického t¢inného prurezu g, na atomovém cisle pro jmenované

prvky pti Ep = 5keV znazorniuje graf (Obr. 30 — aj je Bohriv polomér), kde je patrny

minimdlni rozdil mezi O, C a N, oproti nim je oeax pro H dvacetkrdt mensi,

¢imz se stava vliv vodiku na kontrast témét zanedbatelny.

2
Oy ot [an ]

Zavislost totalniho elastického uéinného
priifezu na atomovém éisle A

Obr. 30: Totélni elast. a¢inny prifez pii Ep = 5 keV [33]

Zavislost kontrastu 20 nm uhlikové folie na urychlovacim napéti je znadzornéna

na grafu (Obr. 31), kde je také zakreslena zdvislost teoretické rozliSovaci schopnosti,

ktera klesa se sniZujicim se urychlovacim napétim dle Abbeho vztahu (1) [28]. Kontrast

je pro urychlovaci napéti 5 kV 20x vyssi oproti urychlovacimu napéti 100 kV [34]

a teoretickd rozliSovaci schopnost pro danou objektivovou ¢ocku (Obr. 31) se sniZila

na 0,6 nm [28]. Experimentdlné¢ byla zjiSténa rozliSovaci schopnost pro LV EM 5

v TEM rezimu d = 2,5 nm [32].
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Obr. 31: Zavislost rozliSovaci schopnosti a kontrastu na urychlovacim napéti [28]

V rovnici (25) je zéasadni pro tvorbu kontrastu parametr (p-f), lokdlni zména

hustoty nebo tloustky prepardtu vyvold zménu ve vysledném kontrastu obrazu [32].

Nejmensi

zjiSténd diference hustoty prepardtu pii

jeho konstantni tloustce

(autofi neudavaji tloustku fezl) byla zméfena experimentalné na smési dvou polymert,

kde byl rozdil hustot mezi komponentami 0,005 — 0,04 gcm™. Je tedy moZné s jistotou
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pozorovat diference hustoty > 0,04 gcm'3 [34]. Teoreticky byla vypoctena 5 % diference
kontrastu pro uhlikovou vrstvu hustoty p = 2,34 gcm'3 metodou Monte Carlo pfi zméné

tloustky 0,53 nm [35].

Pro totdlni neelasticky uc¢inny priufez je stidle otdzkou kvantitativni riiznost
pfi sniZujici se energii elektronu, protoZe totdlni UCinny prifez pro jednu Eastici or
v rovnici (25) zahrnuje jak totdlni elasticky, tak i totdlni neelasticky uc¢inny prirez [32].
Tato otdzka byla feSena pomoci simulace metodou Monte Carlo. Tabulka 4 zobrazuje
kritickou tloustku pro dany rozptylovy proces, kterd je definovdna jako tloustka,
v niZ elektrony podstupuji primérné jeden elasticky nebo neelasticky rozptyl béhem

priichodu vzorkem [36].

Tabulka 4: Kriticka tloustka pro uhlikovou vrstvu razné hustoty [36]

Hustota Charakteristicka kriticka tloustka [nm]

[gem™] Elasticka Neelasticka Vsechny
2,34 15,0 8,9 5,5
2,00 17,7 10,3 6,3
1,60 21,4 12,8 7,9

Vliv difrakce elektronil na vysledny obrazovy kontrast je pro biologické vzorky
minimélni, nebot obvykle neobsahuji krystalické struktury. Fazovy Kkontrast,
jak bylo popsdno v kapitole 2.3.3, je nejvice patrny pifi rozostfeni obrazu a lze jej
minimalizovat sprdvnym zaostfenim pomoci diskrétni dvojdimenziondlni rychle
Fourierovy transformace (2D FFT) — obrazova funkce f(x,y) je rozloZena na linearni
kombinace harmonickych ortonormdlnich funkci (sinus a cosinus) [39]. V obraze 2D

FFT je dobfe patrny projev Fresnelovych krouzkl zpiisobenych rozostfenim obrazu.

K celkovému kontrastu vysledného digitilniho obrazu zaznamenaného Slow
Scan CCD kamerou, také krom kontrastu tvoieného elektronovym rozptylem piispiva
DQE celého systému — YAG stinitko, svételny objektiv (M40x s numerickou aperturou
0,95 ), ptfevodni ¢ocka a CCD snimac, DQE je pfiblizné 0,75 [27].

V této praci je kladen duraz na zobrazeni utrastruktury zvrasnéni (chatter),
jehoz kontrast vznikd na zdkladé¢ rozdilné tloustky fezu v mistech zvrasnéni

vytvoreného kompresi ultratenkych fezii pti jejich krajeni [40][41].
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2.5.13 Parametry LV EM §

Urychlovaci napéti

SkV (nomindlni)

Preparat

Standardn{ sitky

Cas vymény preparitu

@ 3 mm

cca. 3 min

Elektronova optika

Zobrazovaci rezimv
TEM

RozliSovaci schopnost

Celkové zvétseni

se svételnym objektivem M4x

2.5 nm

1.500 — 14.500
15.000 - 145.000

Kondenzor Perm. magnet ED
Ohniskova vzdalenost 4,3 mm Minimalni zkoumana velikost 100 nm
Nejmensi osvétlend oblast 100 nm Difrakéni cocka—zvétseni 35
Kondenzorové clony . 050,30 Mmool
Objektiv Perm. magnet STEM
Ohniskovéa vzdalenost 1,26 mm Rozlisovaci schopnost 2,5 nm
Konst. sfér. vady 0,64 mm minimdlni zyétSent 6.000 .
Konst. chrom. vady 89mm
Teoreticka rozlis. schopnost 1,1 nm SEM (BSE detektor)
Teoretickd dhlova apertura 102 rad Rozlisovaci schopnost 5 nm
Objektivovéclony 950,30 pum minimalni zvétSent 1.200
Proiektivové ¢ocky elektrostatické
zvétSeni na stinitku YAG. ______ 30-360_________. Vakuum
Elektronova tryska Systém vymény preparatu
Schottkyho katoda W(100)-ZrO Membranova a Turbom. vyvéva 107 Pa
ObiektovV prostor
Svételna optika Tontova vyvéva (10 Is™ 10 Pa
Objektiv Olympus M40x NA =0,95 Prostor elektronové trysky
Objektiv Olympus M4x NA =0,16 Tontovd vyvéva (3 Is™) 107 Pa
Zaznam obrazu Spotieba
Slow scan CCD kamera 1.300 x 1.030 px Trvalé Cerpani ion. vyvévami 11w
Velikost pixelu 6,7 x 6,7 um Napdjenf fidici elektroniky 120 W
Pomalé skenovani az do 16 MHz Membrinovd a Turbom. vyvéva 250 W
Digitalizace 12 biti

2.6 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Mikroskopie

atomarnich

sil umoZnuje

zobrazovat

povrchy  preparat

s rozliSenim umoZiujicim zobrazeni az jednotlivych atomi na zdklad¢ silovych

interakci mezi ostrym hrotem a povrchem preparatu po némz skenuje. Vysledny obraz

obsahuje informace o rozmérech povrchu prepardtu v trojdimenzionalnim prostoru.
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AFM patii do rodiny mikroskopickych technik se skenujici sondou (SPM),
které vyuZivaji interakci mezi sondou a povrchem prepardtu jako funkci pozice.
Zéakladnimi typy SPM jsou: skenovaci tunelovd mikroskopie (STM), kde je meéfen
tunelovaci proud elektronti; mikroskopie atomérnich sil (AFM), kde jsou méfeny
interakeni sily pfi atomdarnich vzdalenostech; optickd skenovaci mikroskopie v blizkém
poli (SNOM), kde jsou méfeny lokdlni optické vlastnosti. AFM umozZnuje aplikovanim
specidlnich médi méfit krom topografie povrchu, méfeni laterdlnich a normélovych sil,

adhezi, tfeni, elasticitu, elektrické a magnetické lokdlni vlastnosti [21].

2.6.1 Historie

Prvni STM byl ptfedstaven roku 1982 G. Binningem a spolupracovniky [21].
V laboratofich IBM v Curychu pomoci STM pracujicim ve vakuum poprvé zobrazili
trojdimenziondlni topografii povrchu v atomarnim rozliSeni na vzorku CalrSny a Au
[42]. Za STM obdrzeli G. Binning a H. Rohrer vroce 1986 Nobelovu cenu,
tedy ve stejném roce jako E. Ruska za TEM. STM je zaloZen na elektronovém
tunelovacim jevu, ke kterému dochédzi mezi dvéma vodici, pokud je jejich vzdélenost
niz$i nez 10 nm. Jednd se o kvantovy jev umoznujici elektronim piekonat
na zéklad¢ urcité pravdépodobnosti potencidlni bariéru. Tunelovaci proud se zmenSujici
se vzddlenosti mezi sondou a prepardtem roste exponencidlné — toho lze vyuzit k méteni
meziatomdarni vzdalenosti. Problém je, Ze povrch prepardtu musi byt vodivy a navic
se zménou vzdalenosti mezi sondou a preparitem dochdzi k meziatomarnim silovym
interakcim. Téchto silovych interakci se rozhodl G. Binning vyuZzit ke zobrazovéni
a roku 1986 predstavil AFM umoziujici pozorovat preparity s nevodivym povrchem

[21].

2.6.2 Princip funkce AFM

7 w2z

Zékladni ¢asti AFM jsou zndzornény na Obr. 32, kde 1ze vidét raménko s hrotem
pohybujici se skenovacim zpiisobem po povrchu prepardtu vose X a Y pomoci
piezoelektrického scanneru. Vlivem zmény topografie povrchu dochdzi k ohybu
raménka. Ohyb raménka je méfen na zdklad¢ odrazu laserového svazku od jeho povrchu
na fotodetektor, ktery je rozdé€len do Ctyt segmenti. Zménou proudu mezi jednotlivymi

segmenty je ziskdna informace o zméné topografie povrchu v aktudlnim misté
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preparatu. Ridici elektronika tuto zménu vyhodnoti a piezoelektrickym skenerem upravi
polohu hrotu vic¢i povrchu preparitu v ose Z tak, aby sila plisobici na raménko byla
konstantni (kontaktni méd v rezimu konstantni sily). Zména polohy hrotu vic¢i povrchu
preparatu urcuje barvu daného bodu zobrazeného na obrazovce korespondujici

se vzdélenosti v ose Z. V principu se jedna o zpétnovazebni tizeni polohy v ose Z.

Signal z detektoru - vychyleni

Ridici
elektronika

Zobrazovaci
jednotka

Obr. 32: Princip funkce AFM [43]

2.6.3 Interakce mezi raménkem s hrotem a preparatem

Pfiblizovanim raménka s hrotem k povrchu prepardtu vznikne sila pusobici
na raménko, kterd zpusobi jeho prohnuti dané Hookovym zdkonem (26),

kde k. je konstanta pruznosti raménka a J. je vychylka ohnutého raménka s hrotem [44].

F=-k_ -8 (26)

C

Vzdalenost kontrolovand béhem méteni neni aktudlni vzdilenost mezi hrotem
a povrchem preparétu D, ale jednd se o vzdalenost Z mezi povrchem preparatu a hrotem

pfipevnénym k raménku jenz nejsou v kontaktu [44].

D=Z-(8.+6,) (27

Vzdalenost D lze vyjadiit ze vztahu (27), kde Js koresponduje s velikosti
zakfiveni povrchu preparatu (Obr. 33) [44].
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Rameénko

Obr. 33: Vzdélenosti v systému hrot — preparat [44]

Systém raménko—preparat mize byt popsan potencidlem Uiy, ktery je souctem

tii potencidli: Ug(D), Uc(d.) a Uy(ds). Potencidl Uy(ds) popisuje zakiiveni povrchu

prepardtu a potencidl U.(d.) vyjadiuje elasticitu raménka popsanou Hookovym

zékonem. Potencidl U (D) popisuje interakce mezi hrotem a preparatem [44].

Sily ptisobici na hrot potazmo na raménko maji nejriznéjsi fyzikdlni charakter

Vev s

- A 1
jejichz potencidly jsou imérn€ vzdélenosti — [44].
r

1.

Keesomova sila — je vysledkem interakce mezi permanentnimi dipdly dvou

atomll nebo molekul. Potencidl Keesomovy sily je ddn rovnici (28), kde u; a u,
jsou dip6lové momenty molekul, € je permitivita prostfedi, kg je Boltzmannova
konstanta a T je teplota. Pro urCité podminky Ize nahradit dané proménné
Keesomovo konstantou Cg. Rovnice (28) plati za predpokladu,

Ze kT >—"2_ [44].

4dne,er

2 2
u -u, Cy
r)=- =——5 28
(r) 3-(4ng,e)’ ky T-r*  7° (28)

Debyeova sila — je vysledkem interakce permanentniho dipdlu s indukovanym
dipélem mezi atomy nebo molekulami. Potencidl Debyeovy sily je ddn rovnici
(29), kde a1 a agy vyjadiuji elektrickou polarizovatelnost molekul. Pro urcité

podminky lze nahradit dané proménné Debyeovo konstantou Cp, [44].
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2 2
U Gy, U, &, C,
r)y=——m—5—=—"—" 29
»(r) (mog) o 7 (29)

3. Londonova sila — je nejvice pfispivajici silou ve Van der Walsove¢ sile, protoze
plisobi mezi vSemi atomy nebo molekulami na vzdéalenosti vétsi nez 10 nm
az 0,2 nm. MlzZe mit pfitazlivy i odpudivy charakter. Tato sila je zplsobena
okamzitou interakci mezi permanentnim dipélem a indukovanym dipdlem
a je kvantové-mechanické povahy, jeji potencidl je dan rovnici (30), kde hv,
a hv, jsou prvni ionizaéni potencidly molekul. Pro ur€ité podminky Ize nahradit

dané proménné Debyeovo konstantou Cy [44].

U (r)=—3 .ty () (hv,) €, 30
’ 2 (47180)2-r6 hv, +hv, e (30)

Dalsi sila plisobici na hrot je Pauliho kvantové mechanickd sila, kterd je vZdy
odpudivé a je dusledkem Pauliho vylu¢ovaciho principu a piisobi mezi atomy, pokud
je jejich vzdélenost mensi nez soucet atomovych poloméra. Dale se mohou uplatnovat
dalsi sily napft.: elektrostatické, tieci, adhezni, deformacni a kapilarni — kterd zatéZuje

méfeni chybou [45].

Zavislost sily na vzdélenosti je nejCastéji modelovdna na zdkladé odvozeni
Lennard-Jonesova potencidlu (31), kde ry je kone¢né poloha, v niZ je potencidl nulovy

a ¢ je konstanta [45].
r 12 r 6
U(r)=8|:(7°j —(70” 31)

Pribéh Lennard-Jonesnova potencidlu v zavislosti na vzdalenosti je zndzornén
na Obr. 34, kde jsou barevné naznaCeny oblasti, v kterych mulZe pracovat AFM.
Kontaktni rezim pracuje v rozsahu odpudivych sil a je vhodnéjsi pro tvrdé preparaty,
avSak lze pii ném dosdhnout relativné¢ vysokého rozliSeni. Meziatomarni sila mezi

jednim nebo nékolika atomy je 20 — 40 nebo 50 — 100 pN. Pro atomarni rozliSeni
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je nutné, aby odpudivd sila byla mens$i nezZ 100 pN, coZ je moZné s extrémné ostrym
hrotem [21]. Naproti tomu bezkontaktni mdd, jenZ pracuje v rozsahu pfitazlivych sil,
nabizi relativné¢ nizs§i rozliSeni, ale s menSim pomérem signdl Sum. Tento modd
je provozovan pii rozkmitdni raménka frekvenci blizkou jeho vlastni rezonanc¢ni
frekvenci a je méfena zména amplitudy korelujici se zmeénou velikosti zakfiveni

povrchu preparatu Jds [45][46].

>

Fd

pow !u])‘E‘uo)‘

L 4

Obr. 34: Zavislost sily na vzdalenosti [45]

2.6.4 Kontaktni méod

Pribéh sily plsobici na raménko v zdvislosti na vzdalenosti hrotu od povrchu
preparatu je znazornén na Obr. 35. Hrot je piibliZovan k povrchu preparitu (A; — B),
kdy nedochézi jesté k Zzddnému ohybu raménka. DalSim piibliZovanim hrotu k povrchu
preparatu (B — C)) zaCne pusobit pritazliva sila, kterd pfitahuje hrot a v misté rovnosti
konstanty tuhosti raménka k. s gradientem pole vyvoldvajicim silové ucinky na hrot
(na Obr. 34 zelend c¢ast kiivky) dojde ke skokovému pfiblizeni k preparatu az do oblasti
odpudivych sil. Dalsi pfiblizovani (C; — D) vede k ohybu raménka do opacné polohy,
nebot’ na néj psobi odpudivé sily (na Obr. 34 oranZova ¢ést kiivky). V bodé D bude
hrot oddalovdn od preparitu, az do bodu C,, kde na hrot plsobi minimum sily
zpusobené pruznosti raménka. DalSim oddalovanim (C, — E) se bude zvysovat sila
pusobici pfitazlivé na hrot, jednd se predevSim o kapilarni silu vzniklou vodni
kontaminaci obsaZzenou ve vzduchu, kterd zpiisobuje hysterezi pfi cyklickém
pfiblizovani a oddalovdni. V bod¢ E dojde k pfekondni této sily a ke skokovému
oddaleni hrotu a pfi pohybu (E — A;) je hrot jiz mimo silové ptusobeni s povrchem
preparatu. Timto cyklickym piibliZovanim a oddalovdnim lze zkoumat mechanické

vlastnosti materidld, jako naptiklad adhezi materidlu, ¢i elasticitu [21] [45].
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énka

ramen

Ohyb

Pozice v ose Z

Obr. 35: Pribé¢h sily plisobici na raménko v zdvislosti na vzdalenosti [21]

Kontaktni méd 1ze provozovat v rezimu konstantni vySky, v némz nerovnosti
povrchu prepardtu zptisobi prohnuti raménka (tento rezim je provozovan s vypnutou
zpétnou vazbou fidici zménu vzddlenosti prepardtu vici raménku vose Z),
nebo v rezimu konstantni sily, kdy je zménou polohy raménka v ose Z vici povrchu
preparatu udrzovéano jeho konstantni ohnuti. V reZimu konstantni vysky je ziskdvana
informace o topografii povrchu z velikosti prohnuti raménka, oproti tomu v rezimu
konstantn{ sily je tato informace ziskdvéna z velikosti posuvu piezoelektrického skeneru
v ose Z, to umozni vyvarovat se chybé méfeni vznikajici kupiikladu z kapilarni sily,

Vv,

coz je vykoupeno nizsi rychlosti skenovani [45].

2.6.5 Bezkontaktni mod

Poskozovani vzorku vlivem kontaktu shrotem lze eliminovat pomoci
bezkontaktntho médu, v némz je vyuzivino Van der Waalsovych sil plsobicich
ve vzdalenosti 1 — 10 nm od povrchu prepardtu. Na takovéto interakci se podli veétsi
mnoZzstvi atomil, ¢imZ je sniZena rozliSovaci schopnost. Sila plsobici na raménko
je viadech pN, to klade na raménko pozadavek pruznosti, ale zdroven musi byt
raménko natolik tuhé, aby nedoslo k jeho zachyceni na povrchu preparatu. Proto je tento
mod nejcastéji provozovan v rezimu, kdy je raménko rozkmitdvano budici frekvenci,
ktera je blizka rezonan¢ni frekvenci raménka f;, tzv. stiidavy méd (AC). AC méd oproti
bezkontaktnimu modu bez oscilaci raménka vykazuje lep$i pomér signdlu k Sumu

[21][45][46].

Rezonancni frekvence f. ramének se pohybuje od 5 kHz do 500 kHz
a je dana konstantou pruznosti raménka k. podle rovnice (32), kde w; je rezonan¢ni

uhlova rychlost a m je hmotnost oscilujictho raménka [21][45][46].
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a,r:\/k:c:ﬁzi.\/k:c (32)
m 2n \'m

V AC médu Ize méfit zménu amplitudy oscilujictho raménka, jeZ zpisobuji
nerovnosti povrchu preparatu. Sily ptsobici na raménko s hrotem méni efektivni tuhost
raménka a ta zpiisobuje zménu jeho rezonan¢ni frekvence f;. Odpudivé sily jsou
zdrojem pozitivniho posuvu rezonancni frekvence raminka f; vici budici frekvenci
a pritazlivé sily jsou zdrojem negativniho posuvu. Posunuti rezonan¢ni frekvence
raménka f, vu¢i budici frekvenci bude doprovdzeno poklesem amplitudy oscilaci

[21][45].

AC mdd Ize provozovat v reZimu konstantni vysky, ve kterém je vypnuta zpétna
vazba fidici zménu polohy prepardtu vici raménku vose Z. Na zdkladé¢ zmény
amplitudy je vyhodnocena aktudlni vyska povrchu prepardtu. Cast&j$i moZnosti
je provozovani AC moédu vrezimu konstantni amplitudy, pfi némz je udrZovana
konstantni amplituda oscilaci zménou vzdalenosti raménka vic¢i povrchu preparitu
pomoci posuvu piezoelektrického skeneru vyplyvajictho ze zmény amplitudy oscilaci

[21][45].
2.6.6 Poklepovy méd (tapping mod)

Raménko s hrotem je opét rozkmitdvano na frekvenci blizké oscilacni frekvenci
raménka f;, podobné jako v AC moddu, ale svySSi energii kmitlh a tedy s veétsi
amplitudou. V mist¢ obratu sméru pohybu hrotu nachédzejictho se v kontaktu
s povrchem prepardtu lze piekonat na zdkladé¢ vysSsi energie kmitajictho raménka
kapilarni sily, které negativné ovliviuji zobrazeni a rozliSeni obrazu. V poklepovém
modu je hrot po urcitou dobu v kontaktu s povrchem preparitu, coZ piinaSi moZnost
vySSiho rozliSeni oproti AC mdédu a zaroven diky oscilacim raménka s hrotem
nedochazi k vyraznému mechanickému poskozeni povrchu preparatu vlivem skenovani.
Zména amplitudy ovliviluje zpétnovazebné fizeni vzdéalenosti mezi povrchem preparatu
a raménkem s hrotem ovladaného piezoelektrickym skenerem. Na zdkladé¢ zmény této

vzdélenosti je vyhodnocovéna aktudlni vyska povrchu preparétu [21][45].
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Zmeéna faze rezonanéni frekvence raménka f; vaci budici frekvenci raménka
vypovidd o mechanickych vlastnostech materidlu. Pfitazlivé sily zvétSuji fazovy posun
a odpudivé sily zmensuji fazovy posun. Pokud pfi interakci hrotu s povrchem preparatu
nedochdzi k neelastickym interakcim (materidlovd deformace), je fdzovy posun
nejcastéji projevem elastického modulu pruznosti prepardtu a adheznich sil mezi hrotem

a preparatem [21][45][47].

2.6.7 Hroty

Hroty jsou upevnény na raménko, které slouzi jako senzor, z tohoto diivodu jsou
na n¢j kladeny urCité pozadavky. Raménko by mélo mit malou setrvacnost,
aby nedochédzelo ktepelnym driftim, a také co nejvyssi rezonanc¢ni frekvenci
— oboji lze feSit zmenSenim hmotnosti. DalSim pozadavkem je, aby bylo raménko
dostate¢né citlivé na malé sily a bylo tedy snadno ohebné, ale zdroven dostatecné tuhé,
aby nedochézelo k pridrzovani raménka v misté kontaktu s prepardtem. Pii skenovani
povrchu prepardtu dochdzi i k bocnim ndkloniim, které jsou pro béZné zobrazovani
nezadouci. Z tohoto diivodu je vyhodné vyrabét raménka ve tvaru pismene V. Povrch
raménka musi dobfe odrdzet laserovy svazek. Hroty by mély byt v idedlnim piipadé
az atomdrn€ ostré a musi byt mechanicky odolné. Hroty a raménka jsou vyrdbény z Si,
S10; a Si3Ny, z nichZ posledn€ uvedeny materidl vykazuje nejvétsi tvrdost. Hroty lze
také vyrabét z diamantu ¢i nanotrubicek. Hroty s raménky se upeviiuji na Cipy, které Ize
snadné&ji pfenésta upnout v AFM. Na jeden Cip Ize pfipevnit nékolik ramének s hroty,

jenz mohou mit riizné hodnoty konstanty pruznosti k. (Obr. 36) [43] [45].

A‘A.

Obr. 36: Nitrid-kfemikové hroty ptfipevnéné k Cipu [43]

V tabulce jsou uvedeny parametry jednotlivych ramének s hroty zachycenymi
na Obr. 36, kde hrot B je prvni zleva (hrot A je umistén samotny na opacné stran¢ Cipu)

[43].

Tabulka 5: Parametry ramének [43]
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Raménko | Frekvence [kHz1 k. INm™ 11 Sivka fum 1 Tloustka [um1 1 DElka [um]
A 22 0.07 22 0.55 175
B 15 0.02 20 0.55 210
C 7 0.01 20 0.55 310
D 15 0.03 20 0.55 225
E 38 0.1 18 0.55 140
F 125 0.6 18 0.55 85

Dal$im parametrem ramének je polomér kiivosti hrotu, ktery urcuje rozliSovaci
schopnost AFM v laterdlni roviné XY. PouZitim uZsiho hrotu Ize dosdhnout piesnéjsSiho
meéfeni redlné topografie povrchu. Tvar hrotu je definovdn jako parametr poloméru
kiivosti, ktery je pro uvedend raménka s hroty 10 — 20 nm (Tabulka 5). Do urcité miry
lze digitdlnimi Gpravami snimku na zaklad¢ znalosti poloméru kiivosti hrotu korigovat

nameétené vysledky [43] [45].

Detail povrchu pouZzitého hrotu E (Tabulka 5) vrdmci magisterské prace

1ze vidét na snimku — Obr. 37.

LEl  10kV  X50000 WDGOmm  100nm

Obr. 37: Detail AFM hrotu pfi zvétSeni 50.000 sniméno na JEOL 7401 F

2.6.8 Fotodetektor

Raménko je osvétlovano laserovym svazkem generovanym laserovou diodou
s nejcastéji pouzivanou vlnovou délkou v infradervené oblasti (dfive vSak 670 nm)
a odrazem od povrchu raménka dopada na fotodetektor, ktery je rozd€len na Ctyii

segmenty. Z velikosti intenzit dopadajicich na jednotlivé segmenty lze urcit velikost
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lateraln{ sily (ohyb raménka v pfi¢né ose) nebo sil ohybajicich raménko v podélné ose

(AFM signdl) — Obr. 38 [48].

Laserova dioda

AFM Signal
(1+2)-G+4)
1+2+3+4

Fotodetektor Laserovy svazek
1 . 2.

3 _—

Signal lateralnich sil
(2+4)-(1+3)
1+2+43+4

OdraZeny laserovy svazek Raménko s hrotem

Obr. 38: Princip detekce ohybu raménka [48]

2.6.9 Piezoelektricky skener

Zakladnim materidlem aktivni ¢asti skeneru je piezokrystalickd keramickd smés
PZT (PbZrOs; nebo PbTiO3), jenz se dotuje urcitymi piimésemi pro dosazeni
pozadovanych vlastnosti. Vyroba piezokeramiky je provadéna spékanim PZT prasku
ve formé pozadovaného tvaru. Piezoelektricky jev je podminén piitomnosti vlastnich
dipdli krystalkti, které jsou u praSku ndhodné uspifddany a zpisobuji ve vysledku
po pfivedeni napéti nulové prodlouzeni. Proto se musi po speceni piezokeramika opé&t
zahtfat a vystavit plisobeni stejnosmérného pole, které jednotlivé dipdly orientuje
stejnym smérem. Na zdkladé rychlého zchlazeni si dipdly uchovaji svoji orientaci.
Piezokeramika umozni zménu tvaru v intervalu piiblizn¢ od 0,1 nm aZz po stovky
mikrometrd pifi napétich od 1 mV po 1000 V. Zdikladni charakteristikou
je piezoelektrickd konstanta udavajici velikost zmény rozmeéru po priloZzeni napéti
a ma charakter tenzoru. Piezokeramické skenery jsou ve vysledku sestaveny
z jednotlivych  piezokeramickych télisek umoziujici pohyb v jednom sméru.
Cely systém musi vykazovat zadané vlastnosti v oblastech — rezonancni frekvence
(desitky kHz), pevnosti, linearity pohybu a ortogonality. Ve vysledku je skener jeSté

vybaven systémem uchyceni vzorku nebo ¢ipu s raménkem a hrotem [45].
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3 Material a metody

3.1 Material

Biologicky materidl je nutné pted prohlizenim vLV EM 5 vreZimu TEM
odvodnit a pfipravit do podoby ultratenkych fezli. Cely postup zacina v prvni fazi fixaci,
¢imz dojde k zastaveni biologickych procest a degradace materidlu. Dal$im krokem
je dehydratace, po niZ ndsleduje prosyceni materidlu zalévacim mediem, které zpevni
preparat natolik, Ze jej lze krdjet na ultratenké fezy [49]. K prosyceni materidlu jsou
k dispozici polyakrylovd, polyesterovd a epoxidova zalévaci media [2]. Pro pouZiti
v LV EM 5 jsou vhodna zalévaci media na bazi epoxidd, z nichZ byla pro tuto praci
na zaklad¢ dosavadni experimentédlni zkuSenosti vybrana EPON 812 a Spurr (firma

SPI).

Zalévaci média jsou Ctyf-slozkové epoxidové pryskyfice obsahujici urcity pocet
epoxidovych skupin (Obr. 39). Troj¢lenny epoxidovy kruh se otevird pti reakci
s vodikem nebo hydroxylovou skupinou (OH). Poté mulze dojit k reakci s anhydridy
organickych kyselin (organické kyseliny zbavené libovolného poc¢tu molekul H,O),

tim vznika slozité zesitovany polymer [2].

Obr. 39: Obecny vzorec epoxidové skupiny [2]

3.1.1 EPON 812

Zékladni slozkou EPONu je Glyceringlycidether ozna¢ovany jako SPI-Pon 812,
ten je smichdn s anhydridy DDSA (C;¢H260,) a NMA (C;oH003) slouzici jako tvrdidla,
jejichz pomér ovliviiuje mechanické vlastnosti polymeru. DDSA zmékcéuje polymer
a NMA naopak doddva polymeru tvrdost. Posledni sloZkou je akcelerator DMP-30
(C15H27N30), ktery je donorem vodiku [2][50][51].
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3.1.2 Spurr

Zékladni slozkou je ERL 4221 (C;4H»004), ten je smichan s anhydridem NSA
(C13H3003) a flexibilisatorem Der 736 (C;,H2,0s), ktery podobné¢ jako u EPONu urcuje
tvrdost polymeru. Posledni sloZkou je akcelerator DMAE (C4H;;NO) [2][50][51].

3.1.3 Priprava blocku

Polymery byly vytvofeny smichanim sloZzek v poméru uvedeném v tabulce
(Tabulka 6), a poté byla smés nalita do forem, kde zaujme tvar blocku b&hem
Ctyficetiosmihodinové polymerace pii teploté¢ 62 °C. Zpomérd hmotnosti DDSA

ku NMA a NSA ku Der 736 1ze oc¢ekévat, Ze oproti EPONu bude Spurr m&kéi.

Tabulka 6: Piiprava zalévacich medii EPON a Spurr

EPON Spurr

Slozky hmotnost [g] Slozky | hmotnost [g]
SPI-Pon 812| 49,12 |ERL 4221 10

DDSA 27,94 NSA 6
NMA 22,94 Der 736 26
DMP-30 1,946 DMAE 0,4

3.2 Krajeni ultratenkych rezi

Pro elektronovy mikroskop LV EM 5 je nutné dodrZet tloustku preparitu
~ 20 nm, ktera je d4dna na zdklad¢ urychlovaciho napéti a tvorby kontrastu (viz kapitola
2.5). Ke krdjeni ultratenkych ftezi (tloustka < 90 nm) slouZzi ultramikrotomy.
Pomoci sklenénych nebo diamantovych nozl lze oddélovat materidl v pozadované
tloustce obvykle vrozmezi od 5 -2000 nm. Kréjeni je uskutecnovdno pohybem
preparatu (Obr. 40) vii¢i stojicimu noZi urcitou feznou rychlosti v, jenzZ se pohybuje
v f4du mms™'. Pohyblivy drzdk s prepardtem se cyklicky pohybuje nahoru a dold, pied
kazdym pohybem smérem doli je preparat piiblizen k noZi o vzdéalenost ¢ urcujici
tloustku tezli. K tomuto tucelu se vyuziva piezoelektrického posuvu nebo posuvu
na zdklad¢ tepelné dilatace. Ukrojené fezy se hromadi splavovanim na vodni hladiné
(mokré krdjeni) nebo na ploSe noZe (suché krajeni pouzivané pro krajeni pii kryo

teplotach) [2][21].
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Preparat

Bloéek Preparatu

Obr. 40: Zéakladni dhly noZe a splavovani fezii

Sklenéné noZe maji nejcastéji uhel biitu f = 45° a diamantové noze, které jsou
tvrds$i, mohou mit dhel S jest¢ mensi, obvykle 45°a 35°. Na obrazku (Obr. 40) lze vidét
uhel zédbfitu a, jehoz zvétSenim se sniZuje otér bloCku o predni sténu noze, ale zaroven
je zdrojem zvInéni fezu (chatteru). Soucet Ghli o a f je oznaCovan jako fezny thel,
ten ovliviluje jednak Zivotnost noZe, jednak zvInéni fezu, které je pfedmétem zkouméni
této prace (zvInéni vznika po celé ifice fezu podél fezné hrany noze). Cim vétii je fezny
uhel, tim dochazi ke vétsi kompresi fezi. Krajenim pii pokojovych teplotich miize
zkraceni fezu ve sméru krajeni dosdhnout vlivem komprese az 30 %. SniZeni komprese
Ize dosdhnout kromé& zmény fezného uhlu, také pouzitim tvrd$iho zalévaciho media

nebo zmenSenim plochy fezu, pifipadné oscilaénim diamantovym noZem

s piezoelektrickym oscilatorem [21][52].

3.2.1 Priprava rezi

Zpolymerovand samotna zalévaci média Spurr a EPON maji tvar obdélnikového
blocku, ktery umoznuje upnuti do drzdku v ultramikrotomu. Pro samotné krijeni byla
trimovanim na krdjeném konci pfipravena feznd plocha ve tvaru lichobé&zniku s velikosti
stran v fadu nékolika stovek mikrometri. Samotné krdjeni bylo provadéno
ultramikrotomem LEICA Ultracut UCT, feznd rychlost byla 1,4 — 0,05 mms . Rezy
byly krdjeny diamantovymi noZi firmy DIATOME s thlem bfitu 45° a vibraénim noZem
s uhlem 35° s vibracemi a bez vibraci, fezy byly splavovany na vodni hladinu tvofené
destilovanou vodou. Zvodni hladiny byly fezy stfidavé odebirdany pro AFM
a LV EM 5. Krijeni ultratenkych fezli vyZaduje znacné zkuSenosti, zrucnost

a koncentraci, proto byly pfipravovany laborantkou Petrou Masafovou.

3.22 AFM

Pro AFM jsem jako podlozni materidl pouZil slidu — muskovit, protoze drsnost
jejiho Cerstvé odstépeného povrchu je mensi nez 0,1 nm [53]. Vytvoreni takto atomarné

rovné vrstvy jsem provedl prilepenim lepici pasky na jeji povrch a jejim naslednym
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strhnutim. Poté jsem slidu promyl v &istém ethanolu v ultrazvukové vané Skoda
po dobu 15 minut a po usuSeni na ni byly kladeny fezy, jenZ byly nabirdny z vodni

hladiny.

Po ususeni fezli na slid€ jsem slidu prohliZel ve svételném mikroskopu Olympus
CX41 s ptipojenym digitdlnim fotoaparatem Olympus E-510. Ke snadnéjsi orientaci
pfi hledani mista pro ptibliZeni hrotu v AFM jsem na spodni strané slidy oznacil fezy
lihovym fixem (Obr. 41 — zménil jsem jas kiivkovou transformaci

pro zvyseni kontrastu fezii v programu GIMP).

200 pm|

Obr. 41: Rezy 20 nm na slidé pro AFM

323 LVEMS

Nakrijené tezy byly kladeny na standardni médéné sitky s poctem 400 fadkt

na palec (Mesh 400), které byly predem oc€istény v acetonu.

3.24 SEM

Ocekavana vyska zvInéni fezii je v fddu n€kolika nanometrii a povrch fezli neni
vodivy, proto musi byt na povrchu vytvofena dostate¢né vodiva vrstva, kterd zaroven
nepiekryje povrchové struktury fezu. K tomuto ucelu nelze pouZit standardni metoda
napraSovani  spocivajici  vionizaci zbytkovych plynt elektrickym  polem
ve vakuu, jejichZ ionty dopadem na elektrodu z napraSovaného materidlu (napi. Au)
vyrazeji atomy, které vlivem gravitace dopadaji na povrch preparatu.
Problém je v mechanismu kondenzace naprasovaného materidlu, ktery prochdzi
riznymi stddii (kondenzace, tvofeni zarodku, riist zrn, slucovani) a souvisld vrstva

vznikd az pti n€kolika desitkdch nanometrt tloustky (zlato pii 45 nm) [54].
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Resenfm je napafeni tenké vrstvy ve vakuu metodou stinového napafovani. Tato
metoda spo€ivd v napafeni kovi, nebo dal§ich latek jako je uhlik,
které se rozzhavenim ve vakuu odpafuji do vSech smeéri. Prepardt se umistuje
do napatovaci komory tak, aby byl v odpovidajicim thlu od zdroje napafované latky
a navic maze byt tento thel vymezen clonou a ndklonem preparidtu. Pro objekty
o rozmeérech nékolika nanometri se voli napafovaci dhel mensi nez 10°
tim dojde k napafeni materidlu na hrany objektd a zvysi se jejich kontrast

pfi zobrazovani v SEM nebo TEM [2][54][55].

V<

o~ Napaiena vrstva

Napafena vrstva

<ot~
~~ ~-—
~. -
. F~ T—a
Uhel napafovani >~ A -

Obr. 42: Stinovéni napafovdnim ve vakuu [55]

Pro prohliZeni fezii v SEM jsem pouzil médéné sitky, které byly prohlidnuty
v LV EM 5. Sitky s fezy jsem piilepil oboustrannou uhlikovou lepenkou na hlinikovy
ter¢ik a na okraje sitky jsem nakapal roztok koloidniho sttibra, které mélo za tkol zvysit
vodivost za ucelem odvodu ndboje z povrchu prepardtu. Na takto pfipraveny preparat
jsem napafil tenkou palladiovou vrstvu metodou stinového napafovani.
Vypateno bylo 0,024 g palladiového driatku namotaného na vrchol wolframového
nosniku ve tvaru pismene V. Napafovani bylo uskute¢néno ve vysokém vakuu
Cerpaném difusni vyvévou. Napafeni kovu bylo pod thlem 7° skrze clonu s dirou
umisténou v jedné tretiné vzdalenosti mezi vrcholem nosniku a prepardtem, pfi¢emz
vzdalenost mezi prepardtem a vrcholem nosniku byla 11 cm. K napafovani jsem pouZzil

napafovaci aparaturu JEOL JEE 4C.
3.3 ProhliZeni preparatu

331 AFM

Oznacené tezy lezici na povrchu slidy jsem umistil na kruhovy drzdk preparatu
nad stfed kruhového otvoru a drzak preparatu jsem pfipevnil na magnetickou trojnozku
mikroskopu Pico SPM firmy Molecular imaging (Obr. 43). TrojnoZzka umoznuje
mikrometricky posuv preparatu ve vSech tfech osich, pfi¢emz tieti nozka je spojena

se servomotorkem zajist'ujici mikrometrické pfibliZeni preparatu k hrotu.
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Obr. 43: Mikroskop Pico SPM firmy Molecular Imaging

Misto kontaktu hrotu s povrchem prepardtu jsem nastavil na zdklad¢ pohledu
zespodu mikroskopu Pico SPM skrze diru v drzdku prepardtu pomoci svételného
mikroskopu vybaveného kamerou. ProtoZe svételny mikroskop neni soucasti Pico SPM,
tak jsem za timto ucelem upravil svételny mikroskop Zeiss Jena a vybavil jej USB
mikroskopem Ednet se zvétSenim 10x — 50x. Takto upravené zafizeni obsahuje shora:
dvoustupniovy posuvny stolek v ose Z, na némz je umistén Pico SPM, v ose Z posuvny
objektiv Zeiss 10x dovolujici zménu pozice v osach X, Y s aretaci polohy, digitalni
USB mikroskop Ednet dovolujici zménu pozice ve vSech tfech oséach s aretaci polohy,
osvétleni s bilou LED diodou svitici pod dhlem 20° s jednoduchou regulaci intenzity
svétla potenciometrem napdjené z USB pocitace a umisténé na ohebném rameni.
Zatizeni slouZi pouze k informativnimu zobrazeni pozice prepardtu vici raménku
s hrotem (Obr. 44 — zvySen jas obrazu v programu GIMP). Skenovani preparati jsem
provadeél v poklepovém médu. Pro EPON jsem pouZil hrot s raménkem E a pro Spurr
hrot s raménkem F (Tabulka 5). Rychlost skenovani byla 3,1 tadkt za sekundu,
tedy 91.553 nms™.

K zdznamu obrazu jsem pouzival software Pico Scan. Skenovand plocha byla
3,072 x 3,072 um a velikost digitdlniho obrazku byla 1024 x 1024 px, rozliSovaci
schopnost v laterdlni ose byla tedy 3 nm a barevna hloubka byla 8 bitl stupiii Sedi,
pficemz rozliSeni v ose Zje 0,05 nm. Pro kazdé zalévaci medium (EPON, Spurr)
a kazdy zplsob krdjeni (noze 45°, 35° bez vibraci, 35° s vibracemi) jsem nasnimal

ze tiech rliznych fezii Ctyfi riiznd mista, celkem 72 snimkdi.
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Obr. 44: Raménka s hroty nad fezy

332 LVEMS

Pocet snimktl jsem si stanovil stejnym zpisobem jako pro AFM, tedy v idedlnim
piipad€é 72. Vlastni kontrast zalévaciho média je natolik nizky, Ze jsem ocekdval,
Ze nebude ve vSech piipadech mozné zaostiit obraz a dodrZet stanoveny pocet snimk.
Snimky jsem pofizoval pfi zvétSeni Z = 50.000%x, kdy je rozliSeni jednoho pixelu
pro danou kameru (viz kapitola 2.5) d = 3 nm — dle vzorce (33) urceného vyrobcem
Delong Instrument a.s. (uvedeny vzorec je stanoven pro pozorovani bez binningu
— slouceni pixelt za ucelem zkraceni doby vycitani a zlepSeni SNR). RozliSeni snimkt

jsem omezil na 1200 x 900 px a barevnd hloubka byla 12 bitt.

d= 150.000

[nm] (33)

Obr. 45: LV EM 5 firmy Delong instrument a.s.
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3.3.3 SEM

Snimky povrchli fezli jsem potfizoval SEM JEOL JSM 7401 F (Obr. 46),
ke zobrazovani bylo vyuzivano signdlu sekundarnich elektronti a zpétné odrazenych
elektronti. Urychlovaci napéti bylo ménéno v rozsahu od 500 V do 10 kV za dcelem
nalezeni optimdlni energie pti niZ bude signdl (SE, BSE) idedlni pro zobrazeni zvlnéni
na zdklad¢ interakéniho objemu (kapitola 2.4). ZvétSeni snimkd bylo 50.000x
a rozliSeni 1280x1024 px s 8 bit stupiit Sedi. Mikroskop obsluhoval operator

Jiff Vanécek.

Obr. 46: JEOL JSM 7401 F

3.4 Zpracovani vysledku

Nasnimané obrazky jsem wupravoval v programu ImageJ a analyzoval
v programovém prostiedi Matlab, které je zdroven skriptovacim programovacim
jazykem  pracujicim s maticemi jako se zdkladni datovou strukturou,

u nichz lze definovat jejich dimenze.

341 AFM

Uprava snimku pted zpracovanim:

1. Odstranéni Sumu — Z obrazu jsem odstranil Sumu typu ,,pept a sul*“ funkci
despecle, funkce nahradi kazdy pixel v obrazu na zédkladé¢ vypoctu medidnu

z matice sousednich pixeld 3 x 3 (Obr. 47).

2. Primérovani 5 px — Filtr mean vypocitd pro kazdy pixel v obrazu jeho

pramérnou hodnotu z matice okolnich pixelll 5 x 5. Aplikace filtru je z diivodu
eliminace vysokych frekvenci jasové slozky, nebot’ jsem predem zméfil, Ze Sitka

jediného vybézku neni mensi nez 25 pixelt (Obr. 47).
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3. Rotace obrazu — Rotaci obrazu jsem natocil  zvinéni tak,

aby bylo orientovdno na vySku obrazu pod tihlem 90° (Obr. 47).

4. Vyfiez — Pro dal$i analyzu jsem aplikoval vytez 900 x 500 pixeld

Obr. 47: Uprava obrazki pied zpracovanim

Zpracovani snimku pomoci skriptu v programu Matlab:

1. Skript importuje piislusny snimek do matice I a prevede jeji dimenzi (8 bit)

s wos

na double (redlna ¢isla).

2. Zpriamérovanim vSech sloupcti matice / pfevede matici na vektor (jediny fadek),
tim se docili zprimérnovani zvinéni zcelého snimku do jediného fadku

(vyuzivam toho Ze zvlnéni md jeden urcity smeér).

3. Skript findpeaks.m s funkci function [k,v] = findpeaks(x,m,w) dostupny zde [56]
vyhleddvd ve vstupnim vektoru x podle nastaveného médu m, bud’ minima
nebo maxima a je mozno zapnout kvadratickou interpolaci, kterd nahrazuje
funkci na daném intervalu parabolou, coZ je spravné vzhledem k obrazu
tvofenému diskrétnimi body. Parametrem w je urena minimdlni vzdalenost
(osa X) mezi dvéma ndsledujicimi lokdlnimi extrémy. Vystupem funkce

je vektor pozic v (osa X)a odpovidajici vektor intenzit k (osa Y).
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Funkce je voldna dvakrat (hledd minima a poté maxima — vzniknou vektory

ki, ka, vi, v2).

4. Ctyfi vektory minim a maxim jsou spojeny do dvou matic (X. = k; U ka,
Yc = vi U v, tak, aby v prvnim tfadku kazdé matice (X., Yc) ndsledovaly
postupné za sebou dle osy X a ve druhém tadku je uchovana informace, zda $lo

o lokalni max. (hodnota 1) nebo min. (hodnota 2).

5. Nasleduje vyhleddavani dvou a vice za sebou jdoucich minim nebo maxim,
pokud takovd situace nastane bude uchovdna extrémnéjSi hodnota a ostatni

vymazany.

6. Nyni matice X. a Y. obsahuji pouze stiidavé po sob¢ jdouci minima a maxima.
V tuto chvili se odstrani minima a maxima, kterd nespliiuji poZadovanou
velikost rozdilu jejich intenzit (vySek). Obecné mohou nastat dva ptipady
vyskytu variace lokdlnich maxim nebo minim, které nejsou skute¢nymi extrémy
v pfislusném intervalu pro pozadovanou velikost rozdilu intenzit (Obr. 48).
A) nésleduji jakékoli dva extrémy za sebou — v takové piipad¢, pokud rozdil
jejich intenzit bude menSi neZ nastavené minimum, budou oba vymazdany.
Situaci lze zobecnit na 2-n za sebou jdoucich extrému. B) v piipadé 3-n po sobé
jdoucich extréml budou vSechny vymazany, krom nejvétsiho extrému takového
typu, kterym zacind a konci posloupnost (Obr. 48 B) to by bylo prvni min.

zleva).

A) B)

Obr. 48: Lokalni minima a maxima

7. Po této operaci nasleduje vlastni méfeni Sitek a vySek vybeézki.

Na Obr. 49 je zndzornén graf (modie vysSkovy profil, Cervené vyska vybézku,
zelen¢ Sitka vyb&zku, Zluté¢ okraje vybézku a fialovd cdara nastavuje horni mez

pro minima) vyse uvedenym zpusobem zpracovaného snimku, vystupem analyzy vSech

69



snimk je hodnota minima, priméru, stfedni kvadratické odchylky, medidnu a maxima

pro vysky i Sitky.

Graf vySek povrchu
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Obr. 49: Graf vysek povrchu zalévaciho media
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Uprava snimku pted zpracovanim:

1. Odstranéni Sumu — Funkce despecle odstrani ,,pfesvicené* (vice citlivé) pixely,

po tomto kroku jsem si poznamenal hodnotu nejtmavsi jasové sloZzky (pozadi)

2. Odstranéni pozadi — Funkce substract background odecte od snimku
nerovnomérné nasvicené pozadi, funkce vychdzi z mySlenky ,.rolujictho mice*
na spodni stran¢ 3D plochy tvofené 2D snimkem a intenzitami jednotlivych

bodu

3. Prumérovani 5 px — Filtr mean.

4. Rotace obrazu

5. Inverze obrazu — AFM zobrazuje prohlubné na povrchu jako tmava mista
(nizké hodnoty stupni Sedi korelujici s rozméry v ose Z), ale v TEM to jsou

svétla mista.
6. Vyftez — pro dalsi analyzu jsem aplikoval vytez 700 x 500 pixeld
Zpracovani obrazki pomoci skriptu v programu Matlab:

Obraz jsem zpracoval podobnym zplUsobem jako pro AFM s tim rozdilem,

Ze jsem pocital pouze Sitku vybézku.
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Vypocet kontrastu snimkii:

Kontrast snimkii K jsem pocital podle Michelsona [57], kde Ly, je maximalni
osvétleni a Ly, je minimdlni osvétleni v obrazu (pozadi), tato hodnota je ziskdna v bodé
1. pti dpraveé snimkt . Kontrast K mize nabyvat hodnot od 0 do 1 a je bezrozmérny.

L ax Lmin

m

L +L

‘max min

(34)

Michelsonliv kontrast by mél byt v idedlnim piipadé pii snimdni stejné scény
pro rizné expozi¢ni doby konstantni, protoZe s prodlouzenim doby expozice vzrustd
pocet stupiii Sedi, ale zaroven umérné tomu roste intenzita Ly, Tuto skute¢nost jsem
oveétoval snimanim prepardtu (Spurr krdjeny 45° noZem) ve stejném misté a pifi riznych
Casech expozice a snimky upravil vySe uvedenym postupem. Dale jsem zkoumal zménu
kontrastu obrazu se zmé&nou celkového emisniho proudu katody. Obr. 50 ukazuje zménu
kontrastu zdvislou na celkovém emisnim proudu katody a na expozi¢nim Ccase.
Tuto zavislost jsem aproximoval z praméri hodnot kontrastii pro danou dobu expozice.
Na zédklad¢ logaritmické rovnice regrese budu piepocitavat (normalizovat) kontrast
porovndvanych snimkl (snimanych pfi rGznych dobich expozice) na dobu expozice
3000 ms. Tim se mohu dopustit nejvétsi odchylky kontrastu 0,021. Takto pocitany
kontrast je maximdlnim kontrastem, ktery je zpiisoben nejvétSim moznym rozdilem

vysky a hloubky pozorovaného fezu.

Zavislost kontrastu na expozi¢nim ¢ase a celkovém emisnim proudu katody A 20UA
Kontrast K
0,14 23uA
0,12 - A A A A26UA
0,10 - o = A29uA
o A 31UA
0,06 -
0,04 y =0,0161Ln(x) - 0,0188 A 32UA
0,02 - 34uA
0.00 ‘ ‘ ‘ ! 36UA
0 1000 2000 3000 4000 i
Expoziéni éas [ms] A Aproximace

Obr. 50: Zavislost kontrastu na expozi¢nim Case a celkovém emisnim proudu katody

343 SEM

Obraz jsem zpracoval v programu Matlab, analyzoval jsem pouze Sitku vybézka.
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3.5 Zkouska mikrotvrdosti

Provedl jsem zkousku mikrotvrdosti EPONU a Spurru podle Vickerse,
kterd je zaloZena na vtlaCovani diamantového jehlanu se cCtvercovou zédkladnou
do materidlu a pomoci svételného mikroskopu je zjiStovana stiedni délka vytlacenych

uhlopfiicek [y, [, do materidlu.

Méteni jsem provadél na piistroji UHL VMHT Microhardness Tester (Obr. 51)
(na Ustavu makromolekuldrni chemie AV CR v.v.i.). Zat&Zovaci sila F byla F = 0,4905
N a rychlost zatéZovani byla 50 pms’l, Vyslednou mikrotvrdost MH, jsem vypocital
dle vzorce (35).

2F
[ +1,

MH, = 1,854? =1,854- [MPa] (35)

Obr. 51: Pfistroj na méfeni mikrotvrdosti UHL VMHT

3.6 Meéreni hustoty

Hustotu zalévacich medii jsem zmé&fil na zdkladé meéteni hustoty pyknometrem.
Meéieni pyknometrem spocivd v reprodukovatelnosti objemu naplnéni pyknometru
kapalinou a ze zmén hmotnosti praizdného pyknometru m;, vii¢i pyknometru s métrenym
télesem m,, vici pyknometru plného vody my, vii¢i pyknometru s vodou a s méfenym

télesem m3 — rovnice (36).
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o= (mz_ml)'szo (36)

m, —m; —m, +m,

Vlastni méfeni jsem provadél ve dvou plastovych kapslich s rovnym dnem,
jejichz objem je pfiblizn¢ 1,360 ml. V prvnim kroku jsem zvazil prazdné kapsle m;,
poté jsem zvézil kapsle plné vody my (zde vlivem povrchového napéti vody vznikala
ur¢itd chyba méfeni). V dalSim kroku jsem kapsle naplnil do dvou tfetin zalévacimi
medii a nechal po dobu 48 h polymerovat pfi teploté 62 °C. V poslednim kroku jsem
zvazil kapsle se zalévacimi medii my, poté jsem doplnil cely objem vodou a zvazil ms.
K méfeni jsem pouZil deionizovanou vodu, kterou jsem ddvkoval automatickou pipetou
Eppendorf s objemem 1000 pl. Hmotnost jsem stanovoval laboratornimi vahami

AND HF 2006 s ptfesnosti 0,001 g.
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4 Vysledky

7 M2z

Cilem experimentdlni ¢4sti prace je:
e Zobrazeni povrchové morfologie zalévaciho media v AFM
e Ultrastrukturdlni vzhled zalévaciho media v LV TEM

¢ Zhodnoceni vlivu povrchové struktury pryskyfic na obrazovy kontrast

vLVTEM

e Zobrazeni povrchové morfologie zalévaciho media v SEM

41 AFM

Diikazem, Ze se jedna o pozorované zvinéni je snimek (Obr. 44), kde jsou vidét
raménka s hroty nad dvéma fezy, které jsou v tésném spojeni. Rez je lichobéZnikového
tvaru a raménko je v kolmé pozici vii¢i del$i stran¢ tohoto lichobézniku. Osti{ noze
je umisténo paraleln¢ s touto stranou a zvlnéni je vytvafeno taktéZ paralelné viici této
strané. Stejny fez je 1épe vidét i s méfitkem na Obr. 41. Rez pozorovany AFM by mél
obsahovat zvInéni ve sméru skenovani (na vysledném snimku vodorovng),
jak se také stalo, ale pro ziskani kvalitniho snimku je vyhodné&jSi skenovat hrotem

kolmo na zvInéni. Z tohoto divodu jsem otocil smysl skenovani o 90° a vysledny

snimek je v pfiloze (Ptiloha 1).

Zobrazeni povrchové morfologie jednotlivych zalévacich medii, krdjenych

riznymi zpisoby lze vidét v piiloze (Ptiloha 1 aZ Piiloha 6)

Pred vlastni analyzou zvinéni jsem analyzoval zplisobem popsanym v kapitole
3.4.1 v horizontdlnim sméru (viz smér s¢itdni Obr. 52) jeden vybéZzek z prepardtu
zalévaciho media EPON krijeného noZzem 35° bez vibraci. Vysledkem jsou hodnoty
ovlivnéné hrubosti materidlu, kterd by meéla mit ndhodnou distribuci a po secteni
do jediného tadku by vysledek analyzy mél byt jednoznacné odliSny (niZ$i hodnota
primérmé vysky a S$itky) od zkoumaného zvinéni. Naméfil jsem tyto hodnoty:

primérnd $itka je 154 + 92 nm a primérnd vyska je 0,21 + 0,18 nm. Tyto hodnoty

definuji hranici mezi zkoumanym zvinénim a vlastni hrubosti materidlu povrchu fezu.
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Obr. 52: Vyhodnoceni obrazu v pficném sméru

Vysledek analyzy povrchového reliéfu fezu zplisobeného krdjenim je zndzornén
ve dvou grafech, jeden zobrazuje zménu vysky vybézku pro dany typ zalévaciho media
a dany typ noze (Obr. 53), druhy zachycuje zménu Sitky vyb&Zzku pro dany typ
zalévaciho media a dany typ noZe (Obr. 54) — S znamend Spurr a E znamenda EPON.
Spurr krdjeny noZem s dhlem 35° v grafech neni uveden, protoZe na jeho povrchu neni

patrné Zadné typické zvInéni zplisobené krdjenim viz. ptiloha (Piiloha 4).

Graf vySek

nm

4,00 T
3,50 1 ]
3,00 +
2,50 {

— O Vyska Min.
[ B Vyska Prim.
2,00 1 O Vyska Med.
1,50 + O Vyska Max.
1,00 +
0,50 +
0,00 ©

E 35° E 35° Vibr. E 45° S 35° S 35° Vibr. S 45°
Zalévaci medium

Obr. 53: Graf statistickych hodnot vysek zvinéni — AFM
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Graf Sifek
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Obr. 54: Graf statistickych hodnot vySek zvlnéni — AFM

V tabulce (Tabulka 7) jsou uvedeny konkrétni naméfené hodnoty uvedené

v grafech (Obr. 53, Obr. 54).

Tabulka 7: Namé&fené statistické hodnoty z analyzy zvlnéni — AFM

Statistika analyzy Siiek

Zalévaci medium E 35° | E35° Vibr. |[E45°|S 35°| S 35° Vibr. |S 45°
Sitka Min. [nm] 206 127 88 193 107
Siika Prim. [nm] 985 485 348 542 374
Sitka Med. [nm] 812 403 278 461 347
Sitka Max. [nm] 2077 1525 1009 1412 800
Siika sti. kvad. odch. [nm] 640 307 206 319 180

Statistika analyzy vySek

Zalévaci medium E 35° | E35°Vibr. |[E45°|S 35°| S 35° Vibr. |S 45°
Vyska Min. [nm] 0,28 0,22 0,78 0,50 0,46
Vyska Prim. [nm] 0,81 1,37 1,74 1,46 1,58
vyska Med. [nm] 0,84 1,28 1,68 1,39 1,38
vySka Max. [nm] 1,33 2,79 3,56 2,56 2,68
Vyska stf. kvad. odch. [nm] 0,29 0,53 0,58 0,52 0,57

Histogramy z analyzy Sifek a vySek pro dané zalévaci médium a typ noZe jsou

uvedeny v priloze (Ptiloha 7).
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42 LVEMS

Snimky ultrastrukturdlntho vzhledu fezii jednotlivych zalévacich medii

krdjenych riznymi zplisoby jsou v piiloze (Pfiloha 8 aZ Ptiloha 13).

4.2.1 Analyza siiky vybézki (Chatteru)

Pred vlastni analyzou zvInéni jsem analyzoval zpltisobem popsanym v kapitole
3.4.2 v horizontdlnim sméru (viz smér s¢itdni Obr. 52) jeden vybézek z prepardtu
zalévaciho media EPON krijeného noZem 35° bez vibraci. Naméfil jsem tuto hodnotu
prumé&rné §itky 63 + 17 nm. Tyto hodnoty definuji hranici mezi zkoumanym zvInénim

a vlastni hrubosti materidlu povrchu fezu.

Vysledek analyzy je zndzornén v grafu, ktery zobrazuje zménu $itky vybézku
pro dany typ zalévaciho media a dany typ noze (Obr. 55). Spurr krdjeny noZzem s tihlem
35° v grafech neni uveden, protoZe na jeho povrchu neni patrné zadné typické zvlnéni

zpusobené krajenim (chatter) viz. piiloha (Ptiloha 11).

Graf sirek
nm
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1000 - —
800 1 w — @ Sitka Min.
600 — l?lrka Pram.
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200 -+
O _
E 35° E 35° Vibr. E 45° S 35° S 35° Vibr. S 45°
Zalévaci medium

Obr. 55: Graf statistickych hodnot Sitek zvinéni — LV TEM

Histogramy z analyz pro dané zalévaci médium a typ noZe jsou uvedeny

v piiloze (Pfiloha 14).
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V Tabulce (Tabulka 8) jsou uvedeny konkrétni naméfené hodnoty zobrazené

v grafu (Obr. 55).

Tabulka 8: Namétené statistické hodnoty z analyzy Sitky zvinéni — TEM

Statistika analyzy Siiek
Zalévaci medium E 35° | E35° Vibr. | E45° | §35° | S 35° Vibr. | S 45°
Sitka Min. [nm] 85 111 75 92 151
Siika Prim. [nm] 315 367 228 428 306
Sitka Med. [nm] 250 375 184 398 306
Sitka Max. [nm] 855 786 752 960 646
Sitka stf. kvad. odch. [nm]| 197 166 137 207 122

4.2.2 Analyza kontrastu

Vysledek analyzy je znazornén v grafu, ktery zobrazuje zménu kontrastu obrazu
pro dany typ zalévaciho media a dany typ noZze (Obr. 56), hodnoty kontrastu K

jsou pfepocteny na procenta.

Graf kontrastu
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4,0
2,0
0,0 -

E 35° E 35° Vibr. E 45° S 35° S 35° Vibr. S 45°
Zalévaci medium

Obr. 56: Graf statistickych hodnot kontrastu — LV TEM
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V Tabulce (Tabulka 9) jsou uvedeny konkrétni naméfené hodnoty zobrazené

v grafu (Obr. 56).

Tabulka 9: Namé&fené statistické hodnoty z analyzy kontrastu — TEM

Statistika analyzy kontrastu
Zalévaci medium E 35° | E35°Vibr. | E45°| S 35°|S 35°Vibr. |S 45°
Kontrast Min. [%] 4,5 4,5 33 | 80 3,6 6,3
Kontrast Pram. [%] 7,1 6,5 5,1 11,7 6,5 9,9
Kontrast Med. [%] 6,2 6,1 45 | 11,8 6,5 9,3
Kontrast Max. [%] 11,5 11,3 94 | 17,3 9,2 15,3
Kontrast stf. kvad. odch. [%]] 1,0 0,5 0,6 0,8 0,5 0,7

Konkrétni parametry snimkt z kterych byla pocitidna analyza kontrastu jsou
pro EPON v ptiloze (Pfiloha 15) a pro Spurr (Piiloha 16), kde hodnota pivodni Lying
znaci hodnotu nejnizsiho kontrastu snimku po odstranéni Sumu. Hodnoty Lpini @ Liaxi
jsou hodnoty minima a maxima kontrastu po provedeni vSech uprav snimku uvedenych
v kapitole 3.4.2. Hodnota kontrastu K je vypocitdna dle vzorce (34), kde za hodnotu Ly,
a Liyax dosazuji Lyin = Lo + Liin1 @ Za Lyax = Lo + Lmaxi- Hodnota normalizovaného

kontrastu K}, je ddna pfepoctem dle rovnice regrese (Obr. 50).

4.3 SEM

SEM jsem pofidil snimky jednoho fezu EPONu krijeného 35° noZem
s vibracemi. V piiloze (Pfiloha 17 az Piiloha 19) je vidét povrch fezu zobrazovaného
pomoci SE na némZ je napafeno paladium metodou stinového naparovani,
povrch je tvofen pouze vlastni strukturou napaiené vrstvy. Obrazek (Piiloha 20)
zobrazuje stejny povrch ale s vyuzitim BSE, kde je jiz patrné zvinéni fezu. Na tomto
obrdazku byla provezena analyza Sitky zvinéni — tabulka (Tabulka 10), histogram
(Obr. 57) ukazuje distribuci Sifek jednotlivych vybézki. Primeérnd Sitka vybézka

je 91 £33 nm.

Tabulka 10: Namétené statistické hodnoty z analyzy Sitky — SEM

Min. [nm] | Priim. [nm] | stf. kvad. odch. [nm] | Med. [nm] | Max. [nm]

41 91 33 90 155
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Histogram sirek EPON 35° s vibracemi
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Obr. 57: Histogram analyzy snimku ze SEM

4.4 7Zkouska mikrotvrdosti

Vysledky méteni mikrotvrdosti jsou zndzornény i s jednotlivymi hodnotami
v tabulce (Tabulka 11). Mikrotvrdost EPONu je MH, = 12483 + 1,6 MPa
a Spurru MH, =110,9 £ 1,3 MPa.

Tabulka 11: Naméfené hodnoty mikrotvrdosti zalévacich medii EPON a Spurr

C.mét. [; [um] ) [um] [[pym] |MH, [MPa)| MH, ., [MPa]| +[MPa]
1 86,2 87,0 86,6 121,26 124,8 1,6
2 84,5 89,5 87,0 120,15 EPON
3 86,2 85,3 85,8 123,67
4 81,1 83,7 82,4 133,94
5 83,7 86,2 85,0 126,01
6 81,1 92,0 86,6 121,40
7 86,2 82,8 84,5 127,36
C.méf. [; [um] b, [um] [[um] MH, [MPa)| MH, .., [MPa] | +[MPa]
1 90,3 87,0 88,7 115,72 110,9 1,3
2 88,7 88,7 88,7 115,59 Spurr
3 92,0 92,9 92,5 106,40
4 91,2 92,9 92,1 107,33
5 89,5 90,3 89,9 112,52
6 92,0 90,3 91,2 109,45
7 92,0 90,3 91,2 109,45
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V piiloze jsou snimky mikrovpichil jednotlivych zalévacich medii (Pfiloha 21

a Piiloha 22)

4.5 Meéreni hustoty

Vysledky méfeni hustoty jsou znazornény v tabulce (Tabulka 12 — E je EPON

a Sje Spurr).

pro Spurr je p = 1,151 £ 0,005 gcm-3.

Hustota EPONu je p =

1,191 +

0,006 gcm-3 a

Tabulka 12: Méfeni hustoty zalévacich medii EPON a Spurr

ny

[g]

my [g]

p [gem”]

N

E

S

E

S

S E

S

—

0,485

0,489

1,348

1,357

1,434]1,232

1,154

0,485

0,489

1,349

1,367

1,440]1,211

1,145

0,485

0,489

1,365

1,357

1,446]1,182

1,183

0,485

0,488

1,362

1,363

1,436]1,172

1,145

0,486

0,490

1,355

1,355

1,431]1,194

1,152

0,486

0,489

1,363

1,367

1,435]1,192

1,134

0,485

0,490

1,358

1,369

1,434]1,202

1,127

0,485

0,489

1,368

1,352

1,438]1,171

1,176

O [0 (NN N (B W

0,485

0,489

1,365

1,361

1,434]1,170

1,145

10

0,485

0,490

1,360

1,362

1,436]1,187

1,147

4.6 Rychlost krajeni

p [gem™] |1,191

1,151

+ [gem™] 0,006

0,005

hustota

V tabulce (Tabulka 13) uvadim rychlosti jakymi byla krdjena jednotliva zalévaci

media.

Tabulka 13: Rychlosti krdjeni preparata

EPON Rychlost krajeni [mms™] Spurr Rychlost krdjeni [mms™]
35° bez vibraci 0,1 35° bez vibraci 0,1
35° s vibracemi 0,15 35° s vibracemi 0,05
45° 1,2-1,4 45° 0,1
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5 Diskuze

Od doby sestrojeni prvniho elektronového mikroskopu doslo v pribéhu let
k fadé zmén a vylepSeni tykajicich se jeho parametri a elektron-mikroskopickych
technik zaméfenych zejména na pozorovani preparati a jejich ptipravu. Obecné je vyvoj
elektronovych mikroskopti sméfovan k dosaZeni co nejvy$§i mozné rozliSovaci
schopnosti, jenZ se v soucasné dobé pohybuje viddu desitek pikometrd (TEM).
Piikladem je projekt TEAM, ktery si klade za cil uplné vykompenzovat vady
elektronovych cocek, predevsim sférickou a chromatickou vadu.
V oblasti mikroskopickych technik je nyni v TEM nejvice rozvijena technika 3D zpétné
rekonstrukce (elektronové tomografie) umoziujici zobrazovani preparétii trojrozmérné.
V oblasti piipravy a pozorovani biologickych preparatli jsou ¢im dal ¢astéji vyuZivany
kryo techniky, které umoznuji pozorovat preparity co nejbliZze nativhimu stavu.
Diky stdle se zvySujicimu pozadavku pozorovat preparity minimdlné upravované,
a tedy bliZze nativnimu stavu, md LV EM 5 na poli elektronové mikroskopie své stalé
nezastupitelné misto, i pfes to, Ze nabizi relativné malé rozliSeni 2,5 nm, nebot’ vznik

kontrastu umoziuje ptimé pozorovani vlastni struktury preparatu.

5.1 Priprava preparatu

Mym idedlem bylo pokud moZno pozorovat stejnd mista preparatu v LV EM 5
a v AFM. Za timto dcelem jsem si nechal nakrijené fezy polozit na znacené sitky
(sitky oznacené pismeny v loukotich firma SPI), které jsem pozoroval v LV EM 5,
a poté v AFM. Zobrazeni fezii v LV EM 5 bylo tispésné, ale v AFM jsem nebyl schopen
docilit zobrazeni povrchu fezu. ZkouSel jsem pracovat v kontaktnim i1 poklepovém
moédu. Indicie v podobé prabéhu sil ohybajicich raménko naznalily, ze dochdzi
k prohybani fezu v plose oka sitky. Tuto skuteCnost potvrzuje uspeSné zobrazeni
povrchu fezu v misté, kde fez lezi pfimo na loukoti, kterd zamezila jeho prohybani.
Resenim tohoto problému zptisobeného silovym piisobenim hrotu na relativné velkou
plochu fezu (37 x 37 um — Mesh 400 [51]), by mohlo byt v deponovani materidlu
na opacnou stranu fezu tak, aby doslo k jeho zpevnéni. Je otdzkou jakou mérou miize
tato Uprava ovlivnit vlastnosti samotného fezu a tim zkreslit vysledky méfeni pomoci

AFM. Hledani vhodnych podminek (tloustka deponované vrstvy, deponovany materidl,

82



metoda deponovani vrstvy) a vlivu deponovani na vlastnosti fezii miZe byt predmétem

dalSiho vyzkumu.

V predchozich vyzkumech vyuzivajicich obou mikroskopickych technik (AFM,
TEM) byly pouzity k zobrazeni stejného mista specidlni drzédky s integrovanym AFM,
které 1ze pripojit pfimo na drzak blocku k ultramikrotomu. Po krdjeni je posledni fez
umistén na sitku a zkouman v TEM, poté je na blocku pozorovana protilehla strana fezu
pomoci AFM. [38][58]. Tato technika vyzaduje mit v krdjeném bloCku zality material,
ktery vytvari kontrast v AFM i v TEM, pak lze na zdkladé jednoznacné
identifikovatelnych objektli v obrazu nalézt v obou mikroskopech a nasnimat stejné
misto pozorovéni. Tuto techniku bych mohl provést na dvou za sebou jdoucich fezech.
Prvni by byl kladen na médénou sitku a druhy na slidu. Problém nastidvd v naro¢né
jednoznac¢né identifikaci stejného mista pozorovdni u obou mikroskoplii na fezech
tvofenych samotnym zalévacim mediem. Diky ¢asové ndroCnosti a nejistoty vysledku
jsem tento zpusob ptipravy preparatd zavrhl. Z ptedbéznych zkouméni zalévacich medii
vLV TEM jsem vypozoroval, Ze zvinéni fezli vykazuje urcity rozptyl Sifek,
ktery je charakteristicky pro dané zalévaci medium a zptasob kréjeni,
a ktery Ize na zdklad¢ statistickych udaji z dostate¢né¢ velkého souboru dat prokdzat.
Na zdklad¢ této dvahy jsem zvolil zplsob piipravy prepardti a vyhodnoceni méteni

popsané v kapitolach 3 a 4.

K pfipravé slidy promyvanim pro AFM jsem pouzival C¢isty ethanol
a ultrazvukovou vanu Skoda, abych sniZil znecisténi povrchu fezii kontaminacemi,
znichZ lze jednu vidét na obrazku (Pfiloha 5) na soufadnicich X = 2850 nm

aY =2450 nm.

Je znamo, Ze pii krdjeni prepardtu dochédzi ke kompresi zalévaciho media,
kterd je zdavisld na fezném uhlu noze — ¢im je niz ostfejsi tim nizsi bude komprese
krigjeného materidlu. DalSitho sniZzeni komprese se dosahuje vibracemi nozZe,
protoZe vibracemi do stran je sniZovan uhel zabfitu a tim i fezny dhel, ale pouze u jedné
strany noze [52]. Zde vyvstava otdzka na kolik bylo ovlivnéno krdjeni timto procesem
u noze DIATOME s dhlem bfitu 35° s vibracemi, pfedmétem dal$tho vyzkumu muze
byt hleddni zdvislosti frekvence vibraci noZe na vysku a Sitku vybézk povrchového

reliéfu.
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Dalsi otdzkou zustdvd, nakolik ovliviluje povrchové napéti vody,

na niz je splavovan fez, jeho povrchovy reliéf.

Z grafu vysek vybézkt (Obr. 53) ziskaného =z analyzy AFM snimku
je jednoznacné patrnd zavislost zmensujici se vysky vybézkl se zmenSujicim se tihlem
bfitu. Tato zavislost je tim menS$i ¢im mékci je materidl, v grafu (Obr. 53) je vidét mala
zména prumérné vysky vybeézkli v zdvislosti na thlu bfitu pro zalévaci medium Spurr,
jehoz hustota byla dle tabulky (Tabulka 12) men$i. Domnivam se, Ze je to zpisobeno
pruznosti zalévacitho media Spurr, které je schopno kompenzovat kompresi zptisobenou
ostftim noze. O vé&tsi pruznosti svéd¢i nizsi hustota (Tabulka 12) a tvrdost zalévaciho
(Tabulka 12) media Spurr, dile o ni sv&€d¢i nutnost pouZziti hrotu sraménkem F,
které ma nejvetsi konstantu pruznosti z ramének uvedenych v tabulce (Tabulka 5).
Nutnost pouziti raménka F u Spurru oproti EPONu, kde jsem pouZzival raménko E,
je déna pruznosti zalévaciho media, nebot’ ¢im je materidl pruznéjsi tim dochdzi
pti kontaktu hrotu s materidlem k ptsobeni vétSich pfitazlivych sil, které ptidrzuji hrot
v kontaktu ,,lepeni. V poklepovém mddu je sice energie oscilaci raménka vyssi oproti
sttidavému modu, ale po dosazeni maximadlni amplitudy pii dané konstanté pruzZnosti
raménka, jiZz nelze zvySit energii kmitajictho raménka nucenymi oscilacemi pokud
se nezvysi jeho frekvence a to 1ze pouze zménou raménka s vyssi rezonancni frekvenci
danou konstantou pruznosti. Zajimavé je, Ze u Spurru pii krdjeni nozem 35° bez vibraci
nevzniklo zvInéni povrchu fezu, ale jakési vytrhané domény (Piiloha 4). NGz s tihlem
bfitu  35° by mél krijet materidl snejmensi zplUsobovanou kompresi,
jak dokazuje graf (Obr. 53) pro EPON krijeny timto noZem. Domnividm se,
Ze je to zpusobeno vyssi mekkosti a pruznosti Spurru, do néjz mize ostii noze vniknout
hloubé¢ji, nez stény noze vyvinou na zalévaci medium dostatecné velkou silu Fi,
kterd vyvold mikroldmani ve sméru daném pohybem blocku vi¢i nozi — obrazek (Obr.
58). Samotné vytrhdvani domén pak pravdépodobné zplisobuje otér materidlu o stény

noze.
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Obr. 58: Sily ptsobici na fez pii krdjeni, poloha noZe je s nolovym thlem zabfitu

Sitka vybézka je dle grafu (Obr. 54) zdvisld na zmen3ujicim se dhlu biitu noZe
tak, Ze ¢im je uhel bfitu noZe mensi, tim je Sitka vybcézkil vétsi. Tato skutecnost
je pravdépodobn¢ zplsobena tim, Ze velice ostry ndZ je schopen krijet tak,
Ze mikroldméni, jimZ jsou prerusSovdny vazby ztetézeného polymeru, se pfesnéji ubird
smérem vymezenym ostiim noZe. NiZ je proto schopen ufiznout del§i usek,
neZ mikroldmédni zméni sviij smér od pivodniho sméru vymezeného noZzem. KdeZto
u nozli s vétsim dhlem bfitu dochdzi ke zmén€ sméru mikroldmani na kratsi vzdalenosti.
Touto tvahou lze vysvétlit i rozdilnost udaje o tloustce krdjeného fezu nastavenou
na ultramikrotomu s redlnou tloustkou fezu. Z tohoto diivodu je nutné povazovat tudaj
o tloustce fezu na ultramikrotomu jako orientacni. Zavislost Sitky vyb&zkl na hustoté

zalévaciho media nenf z grafu patrna (Obr. 54).

5.2 AFM

Udaje namé&fené z AFM velmi spolehlivé popisuji povrch fezli ve vSech tiech
osdch srozliSenim 0,05 nm vose Z, vosich X a Y je moZzné rozliSeni aZz 0,5 nm.
Spolehlivost piezoelektrického skeneru je pravidelné ovéfovdna na kalibraCnich

prepardtech.

5.3 LVEMS

Vysledky méfeni §itek vybézkli pomoci LV TEM uvedené v grafu (Obr. 55)
koreluji s vysledky méfeni Sitek pomoci AFM (Obr. 53), aZ na patrny pokles Sifek
u obou typt zalévacich medii a ve vSech zplisobech jejich krdjeni. Tento pokles miZe

byt zplsoben tpravami obrazu popsanymi v kapitole (3.4.2) nebo odchylkou piesnosti
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méfeni LV TEM od redlnych rozmérd, kterd je obecné uddvana pro elektronové

mikroskopy do 5%.

Zavislost kontrastu na jednotlivych typech zalévacich medii pro rizné zptsoby
krajeni fezti (Obr. 56) vychazi pro Spurr podle ofekavani. Spurr krdjeny noZzem 45°
vykazuje vétsi kontrast, nez Spurr krijeny noZem 35° s vibracemi a Spurr krijeny
nozem 35° vykazuje nejvyssi kontrast, protoze vytrhané domény zpiisobuji velké zmény
ve vySce (Piiloha 4). EPON vykazuje opacnou zdvislost na vysSce vybezka,
nez jsem ocekdval, s vétsi vySkou vybézki klesd kontrast snimku z LV TEM.
Tento paradox pfisuzuji pravdépodobné tomu, Ze jak bylo zminéno, krijeni noZem
s vétSim uhlem bfitu vykazuje vétsi rozdily v redln€ ukrojené Sifce fezu, ktera ma vliv

na vysledny kontrast snimku a tim Ze jej sniZuje.

U zalévaciho media EPON krajeného nozem 35° bez vibraci a noZem 45° bylo
problematické nalézt a zaostfit na fezu mista, na nichZ by bylo vidét zvinéni fezu,

proto neni k dispozici uvazovanych dvanact snimki.

Otéazkou je jakym zpusobem ovliviiuje kontrast obrazu povrch zvinéného fezu,
ktery ma zvinény povrchovy reliéf na obou svych stranidch. Pokud je piispevek
kontrastu zplisobeny z obou stran fezu stejny, pak je mozné, Ze pii ndhodném
rozmisténi vybézkl po obou stranich mlzZe dochédzet ke sklddani nebo od¢itani jejich
vySek a tim byl ovlivnén vysledny kontrast snimku. To méfeni Sifek nepotvrdilo,
protoZe nebyla patrnd vyraznd zména v Sifce vybézkl, kterd by na zdklad¢ scitani
a odcitani horni a spodni strany méla byt v rozsahu od minima (nuly) azZ po pfiblizné

dvojnésobek Sitky zmétené v AFM.

Na Obrazku v ptiloze (Pfiloha 23) Ize vidét rostlinnou tkan tabdku
fixovanou 2,5 % glutaraldehidem a dehydratovanou acetonovou fadou od 30% do 100%
s naslednym zalitim do zalévaciho media Spurr. Prepardt byl krdjen 35° noZem
svibracemi. Na tomto snimku jsem spocital kontrast celého obrazu,
ktery byl 62,2 % , dile jsem vypocital kontrast bunécné stény A), ktery byl 42,8 %
a na zaver jsem spocital kontrast oblasti zvinéni, které je dobfe patrné mezi Sipkami,
jeho kontrast byl 11 %. V porovnani kontrastu zvlnéni fezu s kontrastem rostlinného

preparatu je kontrast zvlnéni minimaln¢ témét Ctyfikrat mensi (Ptiloha 27).
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5.4 SEM

Snimky potfizené SEM (Piiloha 17 — Ptiloha 19) zobrazuji pomoci signdlu SE
povrchovou morfologii nikoliv fezu, ale naparené vrstvy. ProtoZe interakéni objem SE
je pri energii primarnich elektront 10 keV (Ptiloha 19) stile tak maly, Ze vyrazené SE
nejsou uvolnovany z takové hloubky, aby mohli nést informaci o zvinéném reliéfu fezu.
Snimek (Piiloha 20) zobrazuje obraz Castecné vypovidajici o zvinéném reliéfu fezu,
protoze BSE, které byly zdrojem kontrastu tohoto snimku, jsou generovany z dostatecné
hloubky, kde ma zvlnéni povrchového reliéfu fezu vliv na tvorbu BSE.
Tabulka statistickych hodnot analyzy §itek (Tabulka 10) vybézkt pro EPON krajeny
35° noZem s vibracemi ukazuje primérnou hodnotu Sitek Ctyfndsobné mensi nez méteni
provadéné AFM. Toto vSe je jasnym dikazem, Ze tloustka napatené vrstvy byla pfilis
velkd. Idedlni tloustka napatené vrstvy by méla byt okolo 1 nm. Problém v napaieni
spo¢ivd v mnoha faktorech jako je, Zhavici proud, kvalita vakua, mnoZstvi
odpafovaného dratku, kvalita spojeni namotaného dratku na nosniku urcujici vyménu
tepla, vSechny tyto faktory vedou k obtizné reprodukovatelnosti napafované vrstvy.
Z tohoto divodu se v béZné laboratorni praxi pouZzivad piimé méfeni aktudlné napafené
tloustky pomoci oscilujictho krystalu, ktery méni svoji frekvenci vlivem zvySeni
hmotnosti v disledku napafeného materidlu. Touto metodou meéteni neni v laboratofi
elektronové mikroskopie vybavena napafovaci aparatura JEOL JEE 4C. Z divodu,
Ze tloustka napatené vrstvy ovliviiuje vysledné méfeni Sitek vybeézki, a také z divodu,
Ze meéteni Sifek vybézka ze snimkil potfizenych v SEM nepfinasi Zadné nové informace
oproti AFM jsem po domluvé se Skolitelem specialistou Ing. Janou Nebesatfovou, CSc.

v tomto méteni ddle nepokracoval.

5.5 Rozbor minimalizace vlivu zalévaciho media na vysledny obraz

V prvni tfad¢ je nejlépe, kdyZ zalévaci medium bude vykazovat minimdalni
zvinéni vzniklé krijenim. Toho Ize docilit pouzitim nejostiejStho mozného noze
a zalévactho media s nevétSi hustotou a tvrdosti. Jak bylo uvedeno v kapitole (3.1)
ob¢ zalévaci media obsahuji anhydridy slouzici jako tvrdidlo, jejichz mnoZstvi
v zalévacim mediu ovliviiuje jeho vyslednou tvrdost. Pro EPON je to NMA a pro Spurr
je to Derr 736. Dalsi moznosti by mohlo byt krdjeni za kryo teplot, pii kterych se zvysi
tvrdost krdjeného bloc¢ku. Pro kdjeni co nejméné zvinénych fezl je vhodné pouzivat

co nejmensi rychlosti krajeni.
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Pokud snimek zLV TEM obsahuje v obrazu patrné pravidelné zvinéni
(Ptiloha 25), tak jej 1ze velice dobife odstranit pomoci 2D Fourierovy transformace.
V obraze centrovaného vykonového spektra (Ptiloha 26) se zvinéni objevi jako svétly
pruh oto¢eny oproti origindlnimu snimku o 90°. Tento pruh lze odstranit zaCernénim
a pomoci zpétné Fourierovy transformace prevést vykonové spektrum na ptivodni obraz

zbaveny frekvenci, které byly ve vykonovém spektru zaCernény (Ptiloha 27).

Predmétem dalSiho zkoumdani mlze byt vytvoreni aplikace vyuzivajici poznatkl

o zvInéni preparati z této prace za ticelem odstranéni zvInéni ze snimku.
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Zavér:

e Podafilo se mi zobrazit povrchovou morfologii a ultrastrukturdlni vzhled
zalévacich médii EPON a Spurr krdjenych nozem 45°, 35° bez vibraci a 35°

s vibracemi mikroskopy AFM a LV EM 5.

e Zhodnotil jsem vliv povrchové struktury pryskyfic na obrazovy kontrast
LV TEM, jehoz primérnd hodnota nepiekracuje 12 %. Kontrast biologického
rostlinného materidlu zacind na hodnoté 11%, v misté¢ bunécné cytoplasmy
a v misté¢ bunécné stény je 42,8 % a nejvyssi kontrast je zptisoben Skrobovym

zrnem a to 62,2 %

e Podafilo se zobrazit povrchovou morfologii zalévaciho media v SEM,
ktera byla zna¢n¢ ovlivnéna ptipravou preparatu danou vybavenim pro vakuové

naparovani — stinovani.

e Podafilo se mi zméfit zdvislost vySky vybézkli na dhlu bfitu noZe,
kterd ma klesajici tendenci se zmenSujicim se thlem bfitu noZze.

e Podafilo se mi zméfit zdvislost Sitky vybeézkli na dhlu bfitu noZe,
kterd ma klesajici tendenci se zvétSujicim se thlem bfitu noze.

e Podafilo se mi zméfit hustoty jednotlivych zalévacich medii, pro EPON

je hustota p = 1,191 + 0,006 gcm-3 a hustota pro Spurr
jep=1,151 0,005 gcm-3

e Podatilo se mi zméfit mikrotvrdosti jednotlivych zalévacich medii, pro EPON

je MH, = 124,83 + 1,6 MPa a Spurr MH, = 110,9 + 1,3 MPa.
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8 Prilohy

k z AFM — EPON 35° bez vibraci

i snime

z

Ptiloha 1: Originéln

k z AFM — EPON 35° s vibracemi

i snime

’

Ptiloha 2: Origindln
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Piiloha 6: Origindlni snimek z AFM — Spurr 45°
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Histogram vysek EPON 35° bez vibraci
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Ptiloha 7: Histogramy analyzy snimkt z AFM
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Ptiloha 8: Upraveny a invertovany snimek z LV TEM — EPON 35° bez vibraci

Ptiloha 9: Upraveny a invertovany snimek z LV TEM — EPON 35° s vibracemi
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Ptiloha 11: Upraveny a invertovany snimek z LV TEM — Spurr 35° bez vibraci
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Ptiloha 13: Upraveny a invertovany snimek z LV TEM — Spurr 45°
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Piiloha 14: Histogramy analyzy snimkt z TEM
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EPON Kkrajeny 35° noZem bez vibraci

Cas [ms] |Pavodni L] Liin1 po odecteni|L,,,,; po odecteni| Kontrast K | Prepocitany K,
1500 369 23 83 0,071 0,079
1500 286 18 45 0,043 0,047
1500 290 34 72 0,055 0,062
1500 294 17 46 0,045 0,050
1500 236 15 36 0,040 0,045
1000 580 13 118 0,081 0,097
1500 1678 69 472 0,103 0,115

EPON krijeny 35° noZem s vibracemi

Cas [ms] |Pavodni L,yno|Linin1 po odectenti|L,,,,; po odecteni| Kontrast K | Prepocitany K,
2500 1235 224 584 0,110 0,113
2500 516 8 72 0,058 0,059
2500 554 11 63 0,044 0,045
2500 669 0 82 0,058 0,059
2500 793 11 89 0,046 0,048
2500 750 12 100 0,055 0,056
2500 1254 26 192 0,061 0,063
2500 1136 0 169 0,069 0,071
2500 705 7 103 0,063 0,065
2500 1152 0 178 0,072 0,074
2500 520 5 67 0,056 0,057
2500 1542 40 273 0,069 0,070

EPON Kkrijeny 45° noZem

Cas [ms] |Pavodni L] Liin1 po odecteni|L,,,,; po odecteni| Kontrast K | Prepocitany K,
1500 414 17 80 0,068 0,076
1500 220 11 32 0,043 0,048
1500 485 4 94 0,084 0,094
1500 324 35 62 0,036 0,040
1500 343 22 44 0,029 0,033
1500 370 7 37 0,038 0,043
1500 312 8 38 0,045 0,050
1500 339 12 36 0,033 0,037
1500 221 9 31 0,046 0,051
1500 202 10 26 0,036 0,040

Ptiloha 15: Souhrn kontrastu snimk pro EPON

103




purr krajenv 35° nozem bez vibraci

Cas [ms] | Pivodn{ Ly | Limin1 po odectent | L,y po odecteni| Kontrast K |Pfepocitany K,
00 192 21 70 0.0Kk9 0111
800 240 3 82 0.140 0.173
800 275 29 100 0.105 0.130
800 247 40 118 0.120 0.148
800 254 2 58 0.099 0.122
800 248 44 86 0.067 0.083
800 306 22 83 0.085 0.105
800 257 24 87 0.101 0.125
800 215 60 119 0.097 0.120
800 246 76 126 0.072 0.089
800 228 25 60 0.065 0.080
800 222 23 74 0.094 0.117

Spurr krajenv 35° s vibracemi
Cas [ms] | Plivodni Lyn | Limin1 po 0dectent | Ly, po odecteni| Kontrast K |Pfepocitany K,
2500 004 49 245 0 0R9 0092
2500 772 1 96 0.058 0.059
2500 813 12 108 0.055 0.056
2500 886 6 142 0.071 0.073
2500 840 114 269 0.075 0.077
4000 619 4 80 0.057 0.055
5000 1565 16 184 0.050 0.047
5000 1779 54 413 0.089 0.083
5000 409 42 78 0.038 0.036
5000 507 10 96 0.077 0.071
5000 442 29 108 0.077 0.072
5000 710 13 100 0.057 0.053
Spurr krijenv 45°
Cas [ms] | PGvodn{ Ly | Limin1 po odectent | Ly, po odecteni| Kontrast K |Pfepocitany K,
2000 1347 41 374 0107 0114
2000 1276 0 321 0.112 0.119
2000 1280 61 299 0.082 0.087
2000 1017 42 243 0.087 0.092
2000 1062 0 152 0.067 0.071
800 879 14 266 0.124 0.153
800 859 12 166 0.081 0.101
800 774 40 213 0.096 0.119
800 621 26 129 0.074 0.091
800 606 17 177 0.068 0.085
3000 670 8 149 0.094 0.094
2000 1167 48 201 0.059 0.063

Ptiloha 16: Souhrn kontrastu snimk pro Spurr
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5E GB-H SEl 05kY  X100,000 WD 3.0mm  100nm

Ptiloha 17: Povrch fezu EPONu krdjeného 35° noZem s vibr. (obraz SE, Ey = 0,5 keV)

S5E GB-H SEl 2.8kV ¥50,000 WD 3.1mm 100nm

Ptiloha 18: Povrch fezu EPONu krdjeného 35° noZem s vibr. (obraz SE, Ey = 2,8 keV)
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SEI 10.0kY X50,000 WD 3 1mm 100nm

Ptiloha 19: Povrch fezu EPONu krdjeného 35° noZem s vibr. (obraz SE, Ey = 10 keV)

S5E SEM YAG 10.0kY  X50,000 WD 8O0mm 100nm

Ptiloha 20: Povrch fezu EPONu krdjeného 35° noZem s vibr. (obraz BSE, Ej = 0,5 keV)

106



f“‘! S——
:{?ﬁ( g8 -*&_-‘ *fﬂr wﬂ":‘
. $ :3?;":{1_f";i'{";, WY

W

Ptiloha 21: Mikrovpich do zalévaciho media EPON

Ptiloha 22: Mikrovpich do zalévaciho media Spurr
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Skroboveé zrno
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Priloha 23: Rostlinna tkan tabaku

Oblast ¢as [ms] min. max. K
Oblast chatteru (B) 800ms 460 574 0,110
Cely snimek 800ms 336 1440 0,622
Oblast bunécné stény (A) 800ms 385 960 0,428

Ptiloha 24: Kontrast jednotlivych oblasti snimku (Ptiloha 23)
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Ptiloha 25: Snimek EPON krdjeného noZem 35° s vibracemi

Ptiloha 26: Obraz Fourierovy transformace
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Ptiloha 27: Snimek vytvotfeny zpétnou Fourierovo transformaci
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