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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se zabyva problematikou piipravy vzorku pro transmisni elektronovou
mikroskopii. Na uvod je zminéna historie mikroskopie od prvnich sestavenych mikroskopii
az po soucasnost. Dale je prace zaméfena na popis stavby a funkce elektronovych mikro-
skopti. Jelikoz kvalitu obrazu ovliviiuje nejen typ pouzitého mikroskopu, ale predevsim
vlastni piiprava vzorku, je zbyvajici ¢ast vénovana riznym technikdm pfipravy vzorkl
s ohledem na vlastnosti materialii, ze kterych maji byt vzorky vyrobeny a danou zobrazo-

vaci techniku.

Kli¢ova slova: transmisni elektronovy mikroskop, repliky, ultramikrotom, ultratenké fezy,

stinovani

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with the issues associated with sample preparation for transmission
electron microscopy. At the beginning of this work the history of microscopy from the first
assembled microscopes up to the present is being described. Subsequent part is focused on
the description of structure and function of electron microscopes. Since the quality of
image is influenced not only by the type of microscope used, but primarily by the sample
preparation itself, the remaining part is dedicated to the various techniques of sample pre-

paration with regards to material properties and concrete visualization technique used.

Keywords: transmission electron microscopy, replicas, ultramicrotome, ultrathin cut, sha-

ding



Na tomto misté¢ dé€kuji svym détem a vSem znamym, za jejich podporu a pomoc béhem
celého studia, 1 pii psani této prace.

Déle patifi mé podekovani Ing. Martin¢ Polaskové, Ph.D. za jeji odborné vedeni, cenné
rady a ptipominky, kterymi ptispé€la k realizaci mé bakalaiské prace.

Prohlasuji, ze jsem bakaldiskou préci zpracovala samostatné¢ a vSechny zdroje, z nichz
jsem v pribéhu psani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu literatury. Zaroven prohlasuji, ze

odevzdana verze bakalaiské prace a verze elektronickd nahrana do IS/STAG jsou totozné.



OBSAH

LU Y0 ) D 2SR 10
1 MIKROSKOPIE ...ttt sare e s eare e are e 11
11 HISTORIE ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE ......ciiuviaiieiiiiaieesieesieesseesiessneeesnessnneeseeas 12
1.1.1  Historie elektronové mikroskopie v C(SS)Ru....vrvrerierresreiieeseiniseseeneneon, 13
1.2 ELEKTRONOVE MIKROSKOPY ....ceetiiiuiiaieesintaieesieeateesteeassessinesseesseessessssssssesssnes 14
1.2.1  Transmisni elektronovy mikroSKop........ccooovviiiiiiiiiiiiiiccc 15
1.2.2  Rastrovaci transmisni elektronovy mikroskop..........ccccvvveniiiiiiiieniniiennnnnn, 16
1.2.3  Rastrovaci elektronovy mikrosSkop ..........cccceivviiiiiiiiiiiiiiiicscece 18

2  ZAKLADNI FYZIKALNI PRINCIPY ELEKTRONOVE
MIKROSKOPIE ...ttt sare e eare e naee e 21
2.1 ELEKTRONOVE ZARENT ....uutiiiiiiiiiiie sttt st ssae e e s nnneean 21
2.2 INTERAKCE ELEKTRONU S LATKOU ..vviiiuviieiiiieesiiiessineessireesssneessssesssssessssnesssssessnnns 21
2.3 ROZLISOVACT SCHOPNOST MIKROSKOPU ....ccivviiiiiieisieeessieesssreessssessssnesssssessssnesans 22
3 POPIS JEDNOTLIVYCH CASTI TEM........ccccocoovvmiiiiiirieiseieieeeessessssins 24
3.l TUBUS ettt ettt ettt e e st e e et e st e e et e e e e b e e e e abe e e ehbe e e eareeeareaeans 24
311 VaKUOVY SYSEEIM ...ceviiiiiiiiiiiiciciic e 24
3.1.2  Zdroj elektronti — elektronové délo — osvetlovaci soustava.........cceeeeereennne 25
3.1.3  Pohyb elektronli v magnetick€m poli..........ccevviiiiniiniiiiiieeeeec 28
3.1.4  Elektromagnetickd COCKa ........cccuiriiiiiiiiiiiicsc e 29
3.1.5  Z0Dbrazovaci SOUSLAVA ......ccccciuiiieiiiiiieeiiitiee e e ssiiee e e s sree e e e s stre e e e s ssree e e s snreeeeans 33

3.1.6  Pozorovani a zaznam obrazu vytvoreného elektronovym mikroskopem ....35
3.2 ZAKLADNI PRACOVNI REZIMY TRANSMISNIHO ELEKTRONOVEHO

MIKROSKOPU ....cuviiiiiiitiiiiisie et 35

321 VZNIK KONTASTU ....viiiiiiiciice e 35
3.22  TEM jako difraktograrf .........cccooiiiiiiiiiiiieee e 37
3.2.3  Elektronova holografie..........cccoviiiiiiiiiiiiiii 38
3.3 ATOMARNIROZLISENI ....ccoiiiiiiiiiiiii i 38
3.4  ELEKTRONOVA TOMOGRAFIE ......ccociiiiiiiiiiiiciiis it 39
4 PRIPRAVA ZKUSEBNICH VZORKU .......cccoooimmirriimmmriinieiinnseinsssesnssesnnes 40
4.1  PRIPRAVNE PRACE......cciiiiiiiiiiiiii i 40
4.2 REZANIPLATKU ..o 41
4.2.1  KOtOUCOVA PIla ..oviiiiiiiiiiiiiciic e 41
4.2.2  DIAOVA Pl ..eiiiiiiiiiiicieeec e 42
4.2.3  Chemicka dratova pila, elektrolyticka dratova pila..........cccooeriiiiiiicnnns 43
4.2.4  ElektrojiSkrova feZacka ..........ccoueiiiiiiiiiiiiiiie e 44
4.3 ZTENCOVANI PLATKU .....ooiiiiiiiiiiiisii i 44
4.3.1  Mechanické brouseni na metalografickych papirech .........c.cccoovvviniininnns 44
4.3.2  Elektrojiskrove 1eSteni........cccvviiiiiiiiiiiiiiiie e 45
4.3.3  Elektrolytické ZteNCOVAN........ccveriiiiiiiiiicie e 46
4.4 ODBER TERCIKU ..ottt 46
4.4.1  Vystithovani raznikem .........cccooiiiiiiiii e 46
442  Odvrtavani dutym VItAKem .........cccoevviiiiiiiiiiicic e 47

4.4.3  Vyjiskfovani trubiCKoU.......ccccoiiiiiiiiiii 47



444  UltrazvuKove VYTEZAVANT .....ccivvviiiiiiiiiiiie e 48

445  Chemické rozpousténi, elektrolytické rozpouSténi ...........ccoovvriiiiiiiiiinnns 48

4.5 PRIPRAVA PRICNYCH REZU ....cciiiiiiiiieeeciiee e e e cttee e e s ettee e e e ettae e e e ssasaeeessnbaeeessnnneeeans 49
4.6 PRIPRAVA TENKYCH FOLI[ V BLIZKOSTI POVRCHU VZORKU........ccceeviuiireeniireeeennns 50
4.7 FINALNI ZTENCOVANI NA TLOUSTKU TRANSPARENTNI PRO ELEKTRONY .............. 51
4.7.1  Elektrolytick€ LeStENI........ccviiviiiiiiiiiiieic e 51

4.7.2  Chemické lesténi dvéma trySKami .......cccoocvviivieeiiinsiiiee e 52

4.7.3  Iontové bombardOVANI .....ccccciiiiiiiiiiiiii e 53

4.8 MECHANICKE LESTENI VZORKU DO KLINKU .....ccoiiviiieiiiiiieeeeciieee e estiie e eiveee e 54
8.9 STIPANI ..ot see ettt ns s st sensees 55
.10 DRCENI ottt ettt ettt e e e e et e e e e eaba e e e e e nt e e e e e enaeeaas 56
4.11 ULTRAMIKROTOMIE - ULTRATENKE REZY ..vveeeiiiuiiieeiiiieeeeeiiieeeesirneeessssneeeesssneeens 57
412 METODY OTISKU (REPLIKY) .utitiitiitistisiiaiieieiesiestestesiessessesseeseesesesnesne st snesnesneas 59
4.12.1 Piimé plastové a Uhlikove 1epliKy ........covvviiviiiiiiiiiiiciie e 59
4.12.2 Nepiimé dvoustupfiove 1ePlIKY .....ccveiiiiiiiiiiiiii i 60
4.12.3  EXtrakeni r@PliKY ...eeivieiieiiieiie e 61

4.13  STINOVANIREPLIK ...veeeiiiutieeeiiitteeeesitreeesaitreeeesssseeessasssssesasssesesssssssessnsssseesssssesens 62
7. ) 2 TR 63
SEZNAM POUZITE LITERATURY .....cooviiiiieieeeeeeceeeseeeeseseeeesesaesesses e ses s 65
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......coovvivivenreeerissesssseneninsenes 68
SEZNAM OBRAZKU .........oooiiieseeeoeeeeeeee et sne s 69

SEZNAM TABULEK ..o 72



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Transmisni elektronova mikroskopie je jednou z nepostradatelnych a velmi dualezitych expe-
rimentalnich technik. Je neodmyslitelnym pomocnikem prakticky vSech védnich, diagnos-
tickych a technologickych obori snazicich se odhalovat detailni strukturu témét jakékoliv
hmoty. Slouzi pro potfeby chemickych mikroanalyz a analyz fazi v materidlovych,
i v biologickych laboratofich, neobes$la by se bez ni medicina, cytologie, virologie, jaderné
inzenyrstvi, elektronicky pramysl, kriminologie, metrologie a nemohla by bez ni vzniknout
ani nanotechnologie. Jeji vyznam podtrhuje skutecnost, ze za objev elektronového mikro-

skopu byla v roce 1986 Ernestu Ruskovi udélena Nobelova cena za fyziku.

Transmisni elektronovy mikroskop ma moZznost zobrazit mikrostrukturu uvnitf materialu
fadoveé od nckolika mikront az po atomové rozliSeni, pomoci elektronové difrakce urcit sy-
metrii krystalové miizky. Je-1i vybaven pfislusnymi spektrometry rentgenového zareni, 1ze

provést lokalni analyzu chemického slozeni.

Hlavnim cilem transmisni elektronové mikroskopie tedy je ziskat reprodukovatelnym zpi-
sobem presnou informaci o zkoumaném vzorku. Proto je nutné pfi jeho pfipravé maximalné
potladit vznik jakychkoliv artefakti v jeho objemu. Je kladen diraz piedev$im na Cistotu
povrchu, rovinnost a prozafitelnost. ProtoZze vzorky musi byt dostatecné malé (3 mm
Vv priméru) a velmi tenké (tloustka neptesahuje 0,1 aZ 0,2 mikrometru), vyzaduje jejich pfi-

prava zna¢nou zru¢nost, velkou trpélivost a peclivost.

Riiznymi technikami ptipravené vzorky nam potom poskytuji informace bud’ o vnitini struk-
tufe (tenké folie) nebo o povrchovém reliéfu (repliky povrchil) vzorku. Jen dobie pfipraveny
vzorek je vSak zarukou toho, Ze ndm o sobé poskytne odpovidajici, poZzadované a kvalitni

informace.
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1 MIKROSKOPIE

Mikroskopii délime na mikroskopii svételnou (optickou), jejiz historie saha do 17. stoleti

a na mikroskopii elektronovou.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) byla vynalezena Ernestem Ruskou a Maxem
Knollem v letech 1931 az 1934 v Berliné. [1] V roce 1932 Knoll a Ruska zvetejnili své prv-
ni vysledky s magnetickymi ¢o¢kami. Obrazky z elektronového mikroskopu (Obr. 1) byly
poprvé demonstrovany v roce 1931 a v roce 1935 byly k dispozici takové, které spolehlivé
ptedcily opticky mikroskop. [2, 3]

gt "
-

N\

”
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| r—— ] —

2 .

]
<9
. '

Obr. 1. Ruskiv elektronovy mi-
kroskop z roku 1933 [4]

Elektronova mikroskopie pievzala svoji plsobnost tam, kde konc¢i rozliSovaci schopnost

svételného mikroskopu. [1]

Zobrazovaci metody svételného mikroskopu jsou limitovany dosaZitelnou rozliSitelnou
vzdalenosti, ktera je dana pouzitelnou vinovou délkou viditeIného svétla. Elektronova mik-

roskopie odstranila problém omezené hloubky ostrosti, kterd u svételného mikroskopu zavisi
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na vlnové délce svétla a ¢iselné apertufe objektivi. Dokazala splnit pozadavky rozliSovaci
schopnosti na rovni rozméra krystalickych miizek kovi, keramiky, tedy na rozmérové
urovni nanometra. [5] Sklenéné ¢ocky byly v elektronovém mikroskopu nahrazeny cockami

magnetickymi, vzorkem misto svétla prochazi proud elektronti emitovany ve vakuu. [1]

1.1 Historie elektronové mikroskopie

V roce 1936 byla zahajena vyroba prvnich komer¢nich piistroji. Piivodni Rusktv elektro-
novy mikroskop mél tfi magnetické Cocky, zvétSeni 12 000 krat a jeho rozliSovaci schopnost

pii urychlovacim napéti 75 kV byla 50 nm. [1]

V dalSich tfech letech pokracoval rozvoj TEM 1 v jinych zemich, nez je Némecko. V roce
1938 zkonstruoval Ardenne skenovaci transmisni elektronovy mikroskop (STEM). Prvni
prikopnické obdobi, které polozilo zaklady pro elektronovou mikroskopii, skoncilo se za-

¢atkem druhé svétové valky. [2]

Dalsi vyvoj umoznil postupné zvySovani rozliSovaci schopnosti mikroskopu a to predev§im
zlepSovanim kvality magnetickych ¢ocek. [1] Soucasné byla vyrazné zlepSena piiprava
vzorku, které maji byt zkoumany. [2] Pivodné byl transmisni elektronovy mikroskop kon-
struovan pro vyzkum virt. V biologii a Iékatstvi se pouziva dodnes. V oblasti materidlového
vyzkumu byly elektronové mikroskopy poprvé aplikovany pro studium uhlikovych replik
(otisktt) lomovych ploch. Vyznamnym krokem pro studium mikrostruktury kovi byla prace
Heidenreicha, ktery v roce 1949 poprvé ztencil kovovou folii na tlouStku ~ 200 nm, jez byla

prosvétlitelna pro elektrony. [6]

Tteti obdobi, které zahrnuje obdobi od padesatych let az do soucasnosti, ptineslo dalsi roz-
voj predevsim zlepSovanim stability zdroji vysokého napéti, elektrickych obvodil a vSech
operacnich systémt TEM a to zejména diky technologickému pokroku v oblasti elektroniky.
[1, 2] Zavedeni prvnich objektivl s vyuzitim supravodivosti (Laberrigue a Levinson v roce
1964), kondenzatoru objektivu (Riecke a Ruska v roce 1966), a vysoce kvalitniho viceuce-
lového objektivu (Mat a kol. v roce 1980) vedlo v sedmdesatych letech k vyvoji vysoceroz-
lisitelnych TEM (HRTEM) s napétim 100 kV. Nastroje umoZznujici rozliSeni mensi nez 0,2
nm se staly dostupné pro stiedni napéti 300 az 400 kV. Na druhou stranu se vSak zvysil i

zajem 0 TEM, které pracuji s vysokourychlovacim napétim 1,2 MV (HVTEM). V roce 1960
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Dupouy zvetejnil prvni snimky HRTEM. [2] Vyvoj a technologicky pokrok dokumentuje 3
MV TEM, ktery se stal nejvykonné&jsim nastrojem pro pohled do mikrosvéta. Tyto mikro-
skopy byly postaveny dva, jeden v Japonsku (Obr. 2) a jeden v USA, a na konci osmdesa-
tych let minulého stoleti diky jim lidé poprvé spatiili atom. [7]

"

Accelerating Tubet—3 Diode  (Cockeroft-Walton

Capacitor Circuit)

esE"
Base Flu;i%

Hanging g
; Platform Bk i

Anti Vibration
Device

Concrete Base

Obr. 2. 3MV TEM postaveny v Osace v Japonsku [7]

1.1.1 Historie elektronové mikroskopie v C(SS)R

Zanedlouho po Némecku, kde byl prvni elektronovy mikroskop sestrojen v tficatych letech
minulého stoleti, se do vlastniho vyvoje elektronovych mikroskopit zapojilo i Ceskosloven-
sko. V roce 1949 byl Armingem Delongem a dal§imi studenty brnénské techniky postaven
prvni ¢eskoslovensky elektronovy mikroskop. [8]

V Sedesatych letech vznikla v Ustavu pfistrojové techniky v Brné velmi silna skupina vede-

na V. Drahosem a A. Delongem, ktera se zabyvala konstrukci elektronovych mikroskopd.


http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/1.0.html#4
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Vyroby mikroskopt se ujal narodni podnik Tesla Brno. Vznikla tak uspésna rada elektrono-
vych mikroskopti Tesla BS. [7] Model stolniho elektronového mikroskopu Tesla BS 242
(Obr. 3) byl ocenén zlatou medaili na svétové vystavé EXPO 1958 v Bruselu. [9]

Obr. 3. Elektronovy mikroskop
Tesla BS 242 (1954) [10]

V soucasné dob¢ se po privatizaci Tesly v Brn¢ vyrabi mikroskopy pro americkou firmu FEI
a ve firmach Delong Instruments a TESCAN [9]. Ceska republika tak drzi krok s nejvétsimi
svétovymi firmami JOEL, LEO, Hitachi [11] a Zeiss. [7]

1.2 Elektronové mikroskopy

Elektronové mikroskopy délime na:

TEM transmisni (prozafovaci) elektronovy mikroskop (transmission elektron microsco-
pe) [5] - nepohyblivy svazek elektrontl, detekce pomoci elektront proslych (TE)

skrz vzorkem na fluorescen¢nim stinitku nebo detektorem [12],
STEM rastrovaci (fadkovaci, skenovaci) transmisni elektronovy mikroskop (scanning
transmission elektron microscope) [5] — pohyblivy elektronovy paprsek piejizdejici

ptes vzorek v fadcich a prozatujici jej [13],



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

SEM  rastrovaci (fadkovaci, skenovaci) elektronovy mikroskop (scanning elektron
microscope, REM - z némeckého Rasterelektronenmikroskopie) [5, 6] - pohyblivy
svazek, zobrazeni povrchu vzorku pomoci odraZzenych sekundarnich elektronti (SE)
[12] a/nebo zpétné odrazenych elektront (BE) [14],

SPM  mikroskopie skenujici (rastrujici) sondou (scanning probe microscopy) - soubor

metod uréenych ke zjistovani struktury povrchu s rozliSenim na trovni velikosti

atomu [12]

1.2.1 Transmisni elektronovy mikroskop

TEM jsou v podstaté variantou svételnych mikroskopi, avsak pracuji s pruhlednym vzor-
kem a jsou zkonstruovany tak (Obr. 4), aby dosahovaly vysoké rozliSovaci schopnosti pou-

Zitim zafeni o vyrazng kratSich vinovych délkach. [5, 15]

(a)

(d)

LVJ elekironova tryska S
— ] c— akcelerdlor .
g I x kondenzor 1 L
@ @ kondenzor2 ——
clona |
koondenzory ‘
g‘b'& objektiv —
clona - i
objektivy —-%D drak vzorky
: g \ objektiv -
selekéni ] | o
clona \
@ @ mextotka ==
{ )
g\ @ projektiv e il L~
vysSuvna A e
CCD kamera L} ¥

\

J
:’ \
\ Nuorescentni stinltko

fotograficiy

film

CCD kamera

7 . s

]

Obr. 4. Transmisni elektronovy mikroskop — a) Schéma tubusu,

b) Odpovidajici Fez pristrojem Joel [1]
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V materidlovém vyzkumu bézné pracuje konvencni TEM s urychlovacim napétim 100 az
400 KV. [1] Nekteré mikroskopy jsou konstruované pro vyssi hodnoty urychlovaciho napéti
a patii do oboru metodik vysokorozlisSitelné¢ elektronové mikroskopie. [5] V USA
a Vv Japonsku existuje n¢kolik mikroskopti pracujicich s urychlovacim napétim 1 az 2 MV.
Nedavno byly vyvinuty korektory sférickych vad magnetickych ¢ocek a v té€ souvislosti ros-
te zajem 1 o urychlovaci napéti mensi nez 100 kV. Vyhodou je, ze pii nizsi energii dopadaji-
cich elektronti dochazi k mensimu radia¢nimu poskozeni citlivéjsich vzorkd. [1] V zékladni
sk¥ini mikroskopu, ktera dosahuje vysky pracovniho stolu, je vakuovy systém a fidici elek-
tronika. Oddélené je umisténa napajeci skiin a vysokonapétovy tank. V tubusu elektronové-
ho mikroskopu (Obr. 4) je elektronova tryska, akcelerator, dvé az tfi magnetické ¢ocky, kte-
ré tvoii kondenzor, objektiv, jedna nebo dvé mezicocky, n€kolik projekénich cocek (projek-
tivll) a také komora, ktera umozituje pozorovani a registraci obrazu nebo difrakénich obraz-

cu. [1]

K vyc€erpani vzduchu z vnittnich prostor mikroskopu slouzi vykonny vakuovy systém, ktery
zabezpeci stfedni volnou drahu elektronu alespon v délce 3 m. [7] Vakuum dosahuje uvnitf
tubusu hodnot 10 az 10® Pa. [5] V oblasti elektronové trysky a vzorku je potieba vyssi

a Cistsi vakuum. Vzorek se vklada mezi polové nastavce objektivu, doprostied tubusu. [1]

1.2.2 Rastrovaci transmisni elektronovy mikroskop

STEM mé elektrony fokusovany do tenkého svazku (sondy), jehoz primér miize dosdhnout
az zlomku nanometru. Tento svazek se pohybuje po zkoumaném vzorku v fadcich

Vv pravouhlém rastru (mfiZce) tak jako v televiznim systému.

Mikroskop (Obr. 5) se sklada vétsinou pouze z ¢asti tubusu pied vzorkem (elektronova trys-

ka, kondenzor, objektiv), za vzorkem jsou pouze detektory elektronti.

Obraz je na pozorovacim monitoru vytvaren bod po bodu, ve fazi s pohybem elektronového
svazku po vzorku. Registruje se bud’ intenzita signalu primarniho svazku elektronti na detek-
toru svételného pole (BF — bright field detector), elektront difraktovanych na prstencovém
detektoru tmavého pole (ADF - annular dark field detector), nebo elektronli rozptylenych
pod velkymi thly (HAADF - high-angle annular dark field detector). Je mozZzné registrovat
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I jiné signaly jako jsou sekundarni elektrony (SE — secondary electrons), RTG fotony nebo

fotony viditelného svétla (katodoluminiscenci).

autoemisn! elekironova
iryska
!

kondenzor 1

kondenzor 2
/_

clona x
kondenzory i le—"

e n\\ rastrovaci
__~ clvky

Cocka fokusulicl
— svazek elektront

detekior
RTG zafeni M

-

i3] mmm  detekior HAADF

vysuvny W

detekior BF detekior ADF

spektromelr zirat
energie eloktrond
(EELS)

Obr. 5. Schéma rastrovaciho transmisniho elektro-

nového mikroskopu [1]

Zpracovani signalu a digitalni zobrazeni je této metod¢ vlastni. ZvétSeni je ddno pomérem
mezi velikosti obrazu na monitoru a velikosti oblasti na vzorku rastrované svazkem elektro-
nu. RozliSovaci schopnost zavisi na priméru fokusovaného elektronového svazku. S pomoci
mikroskopu, které jsou vybaveny autoemisni elektronovou tryskou (FEG — field emission
gun), je mozné dosahnout priméru sondy kolem 0,2 nm, coZ umoziuje vizualizaci atomo-

vych sloupct vzorku.

STEM byvaji obvykle vybavené i spektrometry RTG zafeni a ztrat energie elektront. Para-
lelné se zobrazenim vzorku je mozné provadét chemickou analyzu pomoci charakteristické-

ho RTG zafeni (EDS - energy dispersive X-ray spectroscopy) nebo detektoru ztrat energie
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elektront (EELS - electron energy loss spectroscopy) a ziskat tak lokalni informace o che-

mickém slozeni i elektronové struktufe vzorku. [1]

Vyhodou STEM je, ze pomoci fotondsobice 1ze zesilit i malé mnozstvi elektront prochazeji-

cich preparatem, takze je mozné prozafit i relativné silnéjsi vzorky nez u TEM. [13]

Moderni TEM byvaji ¢asto vybaveny modulem pro skenovani a také piislusnymi detektory
elektront (SE, BF, HAADF, ADF), takze umoziuji vyuzit i nékteré techniky bézné pro
STEM. [1]

1.2.3 Rastrovaci elektronovy mikroskop

SEM se pouziva ptiblizn¢ od roku 1965 jako doplnék svételné mikroskopie. Pouziva se pro
masivni neprozafitelné vzorky. Jeji vyhodou je dosaZeni vynikajici rozliSovaci schopnosti,
velkého zvétSeni a velké hloubky ostrosti. [5] Vzorky mohou byt relativné velké, az nékolik
cm. [13] Pokud jsou elektricky vodivé, neni nutné je zvlastnimi technikami preparovat. Ne-
vodivé vzorky je tieba zvodivét a to napafenim kovu nebo uhliku. [5] Vodiva vrstva umoz-

nuje na preparatu nejveétsi zisk vyzarenych SE. [13]

primarns svazek 10

ecintilator _1 cdrazené
svetlovod

fotondasobié
{ Fargdayuv i
valec

—_——t
~-50 az rzsovj
10 az 15 kv—J

vzorek

Obr. 6. Schéma detekce SE [5]
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Kondenzovany uzky svazek elektronii je ostfe fokusovany na povrch vzorku. Vychylovaci
civky umoznuji, aby prejizdél - ,,fadkoval®“ a bod po bodu ziskal a registroval informace
z povrchu vzorku. [5] Interakci dopadajicich elektronti se vzorkem vznikaji rizn¢ detekova-
telné slozky. Podle charakteru povrchu v riznych mistech vzorku se méni uroven signalu

v detektoru. Tyto signaly umozni sestavit vysledny obraz. [16]

primarni svazek elektront

sekundarni kolektor detektoru
elektrony

o &

odrazené N ,:"_‘_'_:::~:\,~ detektor
elektrony & Sea
vzorek

Obr. 7. Schéma drah BE a SE [5]

Zobrazeni povrchu vzorku ziskdme pomoci detektoru SE (Obr. 6) a/nebo zpétné odrazenych
elektront (BE - backscattered electrons) (Obr. 7). Pomoci SE se ziska topograficky kontrast
a pomoci BE se rozlii oblasti s riznym prvkovym slozenim. [17] K ziskani kvalitativni
| kvantitativni chemické analyzy pomoci charakteristického RTG zafeni se pouzivaji detek-
tory EDS — disperzni spektrometr energii (energy dispersive spectroscopy) / WDS — vinové
disperzni spektrometr (wavelenght dispersive spectroscopy). Pro krystalografickou analyzu
vzorku se vyuziva difrakce zpétné¢ odrazenych elektroni EBSE (electron backscatter

diffraction). Metodou lze pfesn¢ zjistit orientaci krystalové miizky ve vzorku. [13, 14, 18]

SEM se skldda z tubusu, vakuového systému, elektrického zdroje, mechanické soustavy
slouzici k posunu vzorku a goniometrického stolku, dale ze zdroje vysoce stabilizovaného

proudu a zobrazovaci ¢asti S ovladacimi prvky (Obr. 8). [5]
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Obr. 8. Rez rastrovacim elektronovym mikrosko-

pem JSM-25 S [5]
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2 ZAKLADNI FYZIKALNI PRINCIPY ELEKTRONOVE
MIKROSKOPIE

2.1 Elektronové zareni

Elektronové zateni fadime do skupiny korpuskuldrniho zéfeni. Pro Sifeni elektronovych pa-
prskii zde plati zdkony obdobné zdkonim geometrické optiky. Pfi priichodu elektrostatic-

kym nebo magnetickym polem méni paprsky sviij smér a rychlost. [5]

2.2 Interakce elektronu s latkou

U transmisniho i skenovaciho mikroskopu je pro tvorbu obrazu zasadni interakce urychle-
nych elektront s preparatem. [11]

Pii dopadu elektronii na vzorek dochézi k vzdjemné interakci a vznikd mnozstvi riiznych

signalt, které nesou informace o pozorovaném vzorku (Obr. 9). [19]

primarni elektronovy
svazek

zpétné odraZené elektrony

charakteristické
RTG zdfeni * sekundirni elektrony
“L
katodoluminiscence e x
v\L Augerovy elektrony

vzorek

v nepruzné rozptylené
pruZné rozptylené proslé elektrony
proslé elektrony

Obr. 9. Signdly vznikajici pri pozorovani vzorkii
VTEM a SEM, pouzivané pro tvorbu obrazu
a mikroanalyzu prvki [19]
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U TEM elektrony tenkym vzorkem prochazeji a u SEM na né&j dopadaji. V atomech prepara-

tu dochazi v obou ptipadech k pruznému a nepruznému rozptylu elektronti. [11]

Pfi pruzném rozptylu elektrony téméf neztraceji svoji energii. Z divodu difrakce na krysta-
lografickych rovinach méni pouze smér svého pohybu (plati zde Braggtv zdkon). Takto
rozptylené elektrony opousti vzorek s malymi energetickymi ztratami, tato ¢ast energetické-
ho spektra je oznaCovéana jako zpétné rozptylené elektrony (odrazené elektrony). [5] Cast
elektrond, které jsou rozptyleny pod dostatenym thlem, je zachycena clonou objektivu
atim jsou vyfazeny z tvorby obrazu na stinitku transmisniho elektronového mikroskopu.
V disledku toho se méni intenzita svazku elektrond a vznikd kontrast obrazu. Na tvorbé
obrazu se jesté¢ podili fazovy kontrast, tvofici riizné odstiny Sedi. Fazovy rozdil je zptisoben

rozdilnymi drahami elektront, odchylenych pod riznymi Ghly. [11]

Pii nepruzném rozptylu ptedavaji primdrni elektrony svoji energii volnym elektronlim
(plazmova excitace) a elektrontiim vazanym v obalech atomi ozafované latky (obalova exci-
tace). [5] Srazkami se snizuje jejich energie a zména vinové délky ma vliv na zhorSeni
chromatické aberace. Tento nepfiznivy vliv roste s tloustkou preparatu a také s klesajicim

urychlovacim napétim.

Pti srazkach urychlenych elektront s elektrony v orbitalech atomti dochazi k excitaci atomd,
nasledné emisi rentgenového zatfeni a k vzniku dal$ich signali pouzitelnych pro tvorbu ob-

razu, které jsou charakteristické pro skenovaci elektronové mikroskopy [11]

2.3 RozliSovaci schopnost mikroskopu

Kvalita obrazu je obvykle hodnocena rozliSovaci schopnosti, kterou definujeme jako nej-
mensi vzdalenost mezi dvéma body nebo dvéma ¢arami (Obr. 10), které jest¢ mizeme rozli-
Sit jako dva rizné obrazce. RozliSovaci schopnost obrazu nemusi byt identicka s rozliSovaci

schopnosti mikroskopu. [20]
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ONCON©)

@®
bodh A

Obr. 10. Airyho disky a podminka

rozliseni dvou bodii v obraze [11]

Svételnd mikroskopie nedosahuje lepsi hodnoty rozliSeni nez je polovina vinové délky pou-

zitého svétla z duvodu jeho difrakce na kruhovych otvorech (apertuie objektivu). [11]

Rozlisovaci schopnost d elektronového mikroskopu je dana Reyleighovym vyrazem (1),
ktery je odvozen z maximalniho hlu rozptylu elektrond a, které mohou prochazet objekti-

vovou ¢ockou. [20]

0,614
d=—"— 1)
a
kde «a je efektivni apertura objektivové Cocky
A je vinova délka pouzitého svétla

RozliSeni je teoreticky o 5 fadi lepsi nez u optického mikroskopu. V disledku vad je ve
skutecnosti lepsi jen o 2 az 3 tady. Toto rozliSeni vSak sta¢i na zobrazeni jednotlivych ato-
mu, bézné laboratorni elektronové mikroskopy maji v souc¢asné dobé rozliSovaci schopnost

V fadech desetin nm.

Pti pouziti vySSich urychlovacich napéti 1ze dosdhnout i krats$i vinové délky a tim i mensi

hodnoty rozliSovaci meze. [11]
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3  POPIS JEDNOTLIVYCH CASTIi TEM

3.1 Tubus

Hlavni zobrazovaci c¢asti elektronového mikroskopu je tubus, ve kterém je zdroj elektront
(tzv. elektronova tryska), kondenzorovy systém, komora preparatu, zobrazovaci systém
a fotograficky systém. Proti vnéjSim vibracim je tubus zavéSeny na pruzinach nebo jinak

odtlumeny. [20]

3.1.1 Vakuovy systém

Vnitini prostor mikroskopu, kde se pohybuji elektrony, musi byt vakuovany, jinak by
v okoli elektronové trysky hrozilo nebezpeci ionizace vzduchu a néasledného elektrického
vyboje mezi katodou a anodou trysky. Vzduch by mohl zpisobit kontaminaci tubusu
a pozorovan¢ho vzorku. Vycerpanim tubusu se zabrani ndhodnym srazkdm urychlenych
primarnich elektronti s molekulami vzduchu. Zabrani se tak ztrat¢ energie a zméné sméru
elektronil. Vakuovy systém se obvykle sklad4 ze dvou vykonnych rotacnich vyvév a jedné
az dvou trojstupiiovych vyvév, pomoci nichZ se ziskd vakuum (minimalné 10° - 107 Pa).
Nejvyssich stupiiti vakua je dosahovano pomoci iontovych vyvév. I pies vysoky stupeni va-
kua dochazi ke kontaminaci vnittku tubusu zbytky vodnich par a molekulami uhlovodikdi,
které ovliviiyji kvalitu obrazu. Z tohoto diivodu se pouzivéa specialni antikontamina¢ni ko-
murka, kterd se chladi kapalnym dusikem z Dewarovy nadoby, ktera je umisténa vné tubusu.
[11] Moderni mikroskopy maji vakuovy systém fizeny mikroprocesorem, ktery automaticky
reguluje ¢innost a zapojeni jednotlivych prvka podle funkéni potfeby Cinnosti mikroskopu.
Jsou-li rozvodné ventily ovladany pneumaticky, je Soucasti vakuového systému i kompresor

a zasobnik stlaceného vzduchu. [20]
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3.1.2 Zdroj elektronu — elektronové délo — osvétlovaci soustava

Kazdy elektron je v atomu vazan urcitou vstupni energii E,. Pro uvolnéni elektronu z vazby
mu musime dodat energii, ktera je vyssi nez E,. V elektronovém mikroskopu se tak déje

pomoci sekundarni emise, termoemise nebo autoemise.

U studené emise se studené kovové vlakno (katoda) bombarduje urychlenymi ionty, které
narazem uvolnuji elektrony z povrchu. Tohoto zpiisobu bylo vyuzivano u prvnich typl

TEM.

U termoemise se zahfiva katoda, ¢imz se zvySuje jeji vnitini energie. Pfi prekroeni mezni

teploty dochazi k uvoliiovani elektront z jejiho povrchu. Tento postup se pouziva nejcastéji.

Pti autoemisi se proti studenému kovovému vlaknu, které je odleptané do tvaru hrotu, umisti
elektroda s vysokym kladnym napétim. Vlivem napéti vznika v okoli hrotu silné elektrické
pole, které vytrhava velké mnozstvi elektront z povrchu hrotu. U tohoto zplsobu ziskavani

elektrond je potieba velmi vysoké vakuum (10° — 107 Pa).

Zdroj elektroni v elektronovém mikroskopu nazyvame elektronové délo nebo elektronova
tryska. Emisi elektronti miizeme zvysit vytvarovanim katody do tvaru pismene V. [11] Ka-
tody (Obr. 11), jako zdroj elektront jsou vyrobeny z wolframového vlakna nebo z LaBs.
[20] Wolframova katoda je vyrobena z dratku o praiméru ~ 0,1 mm a je pfimo zhavena na

teplotu 2800 K. [6]

Obr. 11. Wolframova (vievo) a LaBg
(vpravo) katoda [7]

Wolframové vlakno ma zivotnost cca 40 hodin. Katoda z LaBg vydrzi pfi bézném provozu

elektronového mikroskopu asi 1 rok a ma 10x vétsi emisi elektronti. Potfebuje vSak vyssi
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hodnotu vakua (miniméalng 10*Pa). U nejvykonngjsich elektronovych mikroskopi je zdro-

jem elektrontl autoemisni katoda (Obr. 12), ktera vydrzi i nékolik let.

Obr. 12. Autoemisni ka-
toda [21]

Elektronové délo (Obr. 13) je ve vSech piipadech tvoieno katodou obklopenou Wehnelto-

vym valcem, ktery ma proti $picce vlakna katody otvor. [11]

zdroj zhaveni

vlakno

Wehneltav
vélec

zdroj VN
+

+

ekvipotencialni linie¥W,__ . (
kiziste

anoda X

I I\l

/ \

/ svazek \

Obr. 13. Schematicky ndkres
elektronového dela [11]

Za valcem je anoda s otvorem uprostied. Valec vytvaii v okoli vldkna katody elektrické po-

le, v némz se svazek elektronti emitovany z katody zuZuje tak, ze pted otvorem v anod¢ vy-

vvvvv

um. [6] Toto nejuzsi misto svazku lze povazovat za bodovy zdroj urychlenych elektrond.
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Draha, rychlost a Sitka svazku elektronu je poté jesté dale upravena systémem clonek a ¢o-

¢ek. Ty tvoii spolu s elektronovou tryskou ozarovaci soustavu elektronového mikroskopu.

Mezi katodou a anodou je vlozen potencialni spad (vysoké napéti U), ktery ud€luje elektro-

niim pozadovanou kinetickou energii E, =1/2m_v*. Potom plati (2)

E, =eU =1/2m,v? )
kde e je naboj elektronu
v je rychlost elektronu

Me je hmotnost elektronu

Po dosazeni rychlosti vz de Broglicova vztahu pro vlnovou délku elektronového zareni

A =h/m_v?dostaneme (3)

1 h h?
eU =—m =
2 e(me/lj 2m,2? )
a z toho (4)
h
A=
2m.U “)

Po dosazeni konstantni veli¢iny me, € a h, dostaneme pro vinovou délku elektronového zare-
ni vztah (5), jenz charakterizuje zavislost mezi vlnovou délkou a urychlovacim napétim,

volitelnym na pfistroji [5]

1,226

A o nm| (5)
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Tab. 1. Vinové délky 1 a rychlosti v pomeru k rychlosti svétla vic elektronii pro riiznd urych-

lovaci napeti [5]

U [kV] A [nm] vic U [kV] A [nm] vic
10 0,012 20 0,1950 300 0,001 97 0,776 5
20 0,008 59 0,271 9 400 0,001 64 0,827 9
30 0,006 98 0,328 4 500 0,001 42 0,862 9
40 0,006 02 0,374 1 600 0,001 26 0,887 9
50 0,005 36 0,4127 700 0,001 03 0,906 6
60 0,004 87 0,446 2 800 0,001 94 0,920 9
70 0,004 48 0,4759 900 0,000 94 0,9321
80 0,004 18 0,502 4 1000 0,000 87 09411
90 0,003 92 0,526 4 2000 0,000 50 09791
100 0,003 70 0,548 2 4000 0,000 28 0,993 6
200 0,002 51 0,695 3

Z tabulky (Tab. 1) je patrné, ze vinova délka elektronovych paprski s energii odpovidajici

urychlovacim napétim v oblasti 40 — 100 kV je o pét fadi mensi nez vinova délka viditelné-

ho svétla. [5]

3.1.3 Pohyb elektronii v magnetickém poli

Na naboj e, jez se pohybuje v magnetickém poli o indukci B, ptlisobi sila F. Velikost sily

a smér Ize urcit ze vztahu (6)

kde V

rychlost elektronu

(6)
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Vlétne-li elektron do homogenniho magnetického pole ve sméru kolmém k vektoru magne-
tické indukce, potom magneticka sila ptisobi na elektron, zaktivuje jeho trajektorii a ten se
za¢ne pohybovat po kruznici. Polomér zaktiveni kruhové trajektorie pohybu elektronu mu-
zeme vyjadiit z rovnosti odstfedivé a magnetické sily. VIétne-li elektron do magnetického
pole pod ur¢itym thlem, rozlozi se vektor jeho rychlosti na slozku tecnou a normélovou.

Vyslednou trajektorii (Obr. 14) je Sroubovice, ktera ma v pramétu tvar kruznice o poloméru

(7) [11]

r=— (7)

kde me hmotnost elektronu

Obr. 14. Trajektorie elektronu v pricném

homogennim magnetickém poli [11]

3.1.4 Elektromagneticka ¢o¢ka

Elektromagneticka ¢ocka (Obr. 15) ma podobnou funkci jako sklenéna cocka v ptipadé svét-
la. Nejjednodussi je podobna solenoidu, coz je civka s velkym poctem zaviti. Praimér zavita
je mnohem mensi nez délka civky. Uvnitt vznika téméf homogenni magnetické pole. Abera-

ce je jedna z pficin, pro¢ neni zcela homogenni. [11]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

b)
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Obr. 15. a) Schéma elektromagnetické cocky, b) Mag-

netického pole cocky s vyznacenim chromatické abera-

ce, €) Trajektorie elektronii uvniti- cocky [11]

Trajektorie elektronu, jenz vlétne do magnetického pole cocky, vytvoii tvar prostorové spi-
raly. Trajektorie vSech elektronti prochazejicich stejnym bodem na ose ¢ocky, jsou magne-
tickym polem ¢ocky ovlivnény tak, ze za ¢oCkou se opét protinaji ve stejném bod¢ na ose
Socky. Cim vétsi je proud, ktery prochazi Gockou, tim vétsi je magneticka indukce pole
V dutiné ¢o€ky a tim kratsi je ohniskova vzdalenost ¢ocky. Pro ohniskovou vzdalenost plati

vztah (8) [11]

1 e

f 8muU

z2

| Badz (®)

71

kde B,  je magneticka indukce v misté zZ na ose Cocky

Elektromagnetické ¢ocky vykazuji stejné vady jako ¢ocky sklenéné. [7] Obraz vytvoreny

¢ockou je témito vadami negativné ovlivnén. Pfedev§sim dochazi k ovlivnéni jeho kontrastu,

rozliSovaci meze a hloubky ostrosti. [11]
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Sféricka vada (Obr. 16) - je neschopnost ¢ocky zaostfovat vSechny elektronové paprsky,
které vychazeji z bodového zdroje opét do jednoho bodu. Elektrony, které prochazeji dale
od osy ¢ocky, jsou zaostiovany do bodu, ktery lezi bliz k ¢occe, nez elektrony, které procha-
zeji CcoCkou v tésné blizkosti optické osy. Dochazi k tomu, Ze zvétSeni obrazu je v krajich
jiné nez ve stiedu (Obr. 17). Sférickou vadu ¢ocky lze omezit pouzitim clony, ktera odstrani

okrajové paprsky. [7]

Obr. 16. Sféricka (kulovad) vada [18]

N2

§
Obr. 17. Deformace obrazu sférickou vadou —

a) Nezkresleny obraz, b) Poduskovité zkresleni,
¢) Soudkovité zkresleni [ 7]

Chromaticka vada (Obr. 18) - vznika v elektronovém mikroskopu v disledku rozdilnych
energii elektronti ve svazku. V magnetickém poli civek dochédzi k vychylovani pomalejSich
elektronil s vétsi vinovou délkou, které potom osu civky protinaji v jiném bodé¢, nez elektro-
ny s vyssi rychlosti. Tuto vadu lze eliminovat stabilizaci urychlovaciho napéti mikroskopu.
Elektronovy svazek se tak stane monochromati¢téj$i a koherentnéjsi. Protoze se rychlost
elektronit méni prichodem pies preparat, [11] nelze tuto vadu zcela odstranit. Vyraznéji se

projevuje v piipad¢ silngjsich fezd. [7]
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Obr. 18. Chromaticka (barevna) va-
da [18]

Osovy astigmatismus (Obr. 19) - je zpasobeny nesymetrii elektronového svazku a tedy
i magnetického pole, které ho deformuje. Elektronové svazky pak maji rtizné ohnisko.
Astigmatismus lze korigovat pfidavnym magnetickym polem stigmatoru (Obr. 20) pii kaz-
dém zaostfovani obrazu a to zejména pii vétSich zvétSenich. Je nutné udrzovat Cistotu uvnitf

tubusu, protoze ptipadné necistoty a nehomogenity mohou byt zdrojem astigmatismu. [11]

Obr. 19. Astigmatismus c¢ocky — a) Protaze-
ni obrazu do jednoho sméru pod fokusem,
b) Do kolmého sméru nad fokusem, c) Po

korekci stigmdtorem [7]

Qo ol

o L@ EE EE .**-

/%/D\

Obr. 20. Kompenzace astigmatismu pomoci

stigmatoru [22]
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3.1.5 Zobrazovaci soustava

Podobné jako stavba mikroskopu, ma i zobrazeni pfedmétu pomoci TEM jistou analogii
s optickym mikroskopem. Zakladnimi prvky zobrazovaci soustavy jsou kondenzor, objektiv

a projektiv (Obr. 21). Kondenzor je obvykle dvoustupiiovy. Fokusuje elektronové paprsky

vvvvv

vvvvv

meéni v zavislosti na zaostfeni, nejvétsi je v ohnisku kondenzoru. V prvni ¢occe je vestavna
clona s velkym primérem, v druhé je vyménna clona s otvorem 100-500 pm. Kondenzor

s elektronovou tryskou tvofi ozafovaci ¢ast TEM.

Obr. 21. Tubus TEM
s kondenzorem,  objekti-

vem a projektivem [11]

Do zobrazovaci ¢asti TEM patii prostor preparatu s drzakem vzorku, objektiv, projektiv,
luminiscen¢ni stinitko a pro zdznam obrazu muze byt umisténa CCD kamera. [11] Objektiv
je tvotfen nejvykonnéjsi elektromagnetickou ¢ockou a je oznacovan za srdce celého elektron-

optického systému mikroskopu. Dosahuje nejvétsiho zvetSeni a mé nejkratS$i ohniskovou
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vzdalenost. [23] Projektiv je tvofen az ¢tyimi elektromagnetickymi coCkami, promita obraz
na stinitko. Souc¢ésti zobrazovaci soustavy je i systém clonek, které omezuji primér zobra-
zujiciho svazku elektront. Objektiv vytvafi zakladni obraz zobrazovaného predmétu, ktery
je umistén v jeho té€sné blizkosti. Pro dosaZeni poZzadované magnetické indukce, ma civka

objektivu velky pocet zavitd, jimiz protéka pomérné znacny proud.

Obraz, ktery je vytvofen objektivem, je dale zobrazen Gotkami. Colky tvoii projektiv.
Proud, ktery prochazi ¢ockami projektivu lze regulovat, ¢imz se méni vysledné zvétSeni mi-
kroskopu, maximalng se uziva 10°. [11]

Zkoumané vzorky (preparaty) se umistuji pinzetou s vybrousenymi hroty na sitky riznych

typu, které slouzi jako nosna podpéra (Obr. 22). [24] Sitky se vzorky se vkladaji do drzaku
(Obr. 23). [11]

Obr. 22. Ruzné typy sitek [24]

Obr. 23. Drzak sitek vzorkii v TEM [11]

Drzék je umistén na goniometrickém stolku, vzorkem je tak mozno velmi jemné posouvat

ve vSech smérech a taktéZ i naklanét. [7].
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3.1.6 Pozorovani a zaznam obrazu vytvoreného elektronovym mikroskopem

Svazek urychlenych elektront nelze ptimo vidét okem. Informace o obrazu, vytvorené elek-
tronovym mikroskopem, je nutno prevést do viditelné podoby. K pozorovani obrazu se pou-
ziva stinitko, které byva umisténo na dné tubusu TEM. Stinitko je pokryté luminoforem
(nejCastéji ZnS), coz je latka, ktera je schopna v zavislosti na energii a mnozstvi dopadaji-
cich elektront, emitovat svétlo riizné intenzity o pfiblizné stejné vinové délce (pro ZnS oko-
lo 550 nm). Na stinitku vznika obraz z odstind zelené barvy, pozorovatelny okem. RozliSeni
stinitka je dano velikosti zrn ZnS, pohybuje se okolo 50 nm. Mikroskopy byvaji vybaveny 1
malym stinitkem, kde je mozné detail obrazu zvétsit pomoci binokularniho mikroskopu. [11]
Zaznam obrazu pozorovan¢ho mikroskopem je zaznamenavan na film nebo sniman pomoci
specialnich CCD kamer v digitalni podobé. Kamery jsou vyuzivany piedevs$im pii pozoro-

vani velmi citlivych preparati. [7]

3.2 Zakladni pracovni rezimy transmisniho elektronového mikroskopu

3.2.1 Vznik kontrastu

Kontrast je definovan jako rozdil intenzit zafeni proslého vzorkem ve dvou zvolenych sou-
sednich mistech. SniZeni intenzity zafeni pii pruchodu sténou o tloust’ce x popisuje zeslabo-

vaci zakon (9)
| = 1,67 ©)
kde o je intenzita zafeni dopadajici na vzorek

I je intenzita zafeni pros§la vzorkem

U je zeslabovaci soucinitel, ktery zahrnuje efekt absorpce a rozptylu

V ptipadé, Ze je preparat amorfni a homogenni, uplatituje se pouze absorpce. Zeslabovaci

soucinitel je v celém rozsahu vzorku konstantni, zeslabeni je podminéno pouze proménnou
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tloustkou stény x (Obr. 24), kde x;>x a tedy I,</;. Toto je typické pro tvorbu kontrastu

U zobrazeni replik. [5]

prepardt

=

Obr. 24. Schéma absorpcniho kontrastu na

prepardtu proménné tloustky [5]

V piipad¢ zmény struktury nebo zmény slozeni stény vzorku (napf. ulozeni cizi Castice ve
stén¢), dojde k lokalni zméné hodnoty u a v disledku jiného mechanizmu absorpce je pak

hodnota intenzity I3 vyrazné odli$na od intenzity 1; a .

U krystalickych latek je mozné vyrobit tenky preparat s tloustkou stény, ktera je prozatitelna
pro elektrony. Na téchto preparatech (tenkych foliich) vznikaji efekty interakce zafeni
s krystalickou mtizkou vedouci k mistnimu sniZeni intenzity. Lisi-li se systematické uspoia-
dani krystalografickych rovin v jistém misté¢ miiZky (napf. existence poruchy krystalové
miizky), dojde k pfidavnému rozptylu zéafeni a zméné intenzity na hodnotu I, (Obr. 25)
oproti mistu bez poruchy, kde je intenzita proslého zareni I1. Bude-li 1,</;, projevi se toto

misto po zvétSeni zobrazovaci soustavou jako tmavsi. [5]

krystalické stavby

121 Jtenkd fotie

Iol 10’ porucha usporadani
ot

Obr. 25. Zména intenzity svazku urychlenych
elektronu pri priicchodu tenkou folii [5]
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K zobrazeni pomoci difrakéniho kontrastu se pouziva mala objektivova clona (Obr. 26). Ta

vymezuje pouze jeden svazek elektront — prosly ¢i difraktovany, K ziskani znamych obrazi

ve svétlém, respektive tmavém poli.
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Obr. 26 Princip zobrazeni predmeétu objektivem TEM [11]

3.2.2 TEM jako difraktograf

Je-li zkoumany material krystalicky, dochazi k difrakci elektronti na vhodné orientovanych
krystalickych rovinach. Dopadaji-li elektronové paprsky na vzorek rovnobézné se zonami
krystalovych rovin, svazky elektronti difraktovanych na riznych systémech krystalografic-
kych rovin jsou objektivovou ¢ockou fokusovany do bodt v obrazové ohniskové roving. Zde
se vytvaii Fraunhoferiv difrakéni obraz, ktery reprezentuje Fourierovu transformaci viny

vystupujici ze vzorku (Obr. 27).
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a b C

Obr. 27. Difrakce - a) Amorfniho uhliku, b) Monokrystalu
hliniku, c) Polykrystalu zlata [21]

Pomoci objektivové clony ziskame zadany typ kontrastu. Difrakéni obraz pozorujeme po
zaostieni mezico¢ky na obrazovou rovinu objektivu. V tomto rezimu vidime difrakéni obra-
zec 1 na stinitku mikroskopu a mizeme ho registrovat na film nebo snimat digitalni kame-

rou. Kamera byva zpravidla umisténa pod stinitkem. [11]

3.2.3 Elektronova holografie

Elektronova holografie se pouziva zejména pfi studiu krystald v atomovém rozliseni, ale

také napf. pfi studiu magnetickych poli s rozliSenim nékolika nanometru.

Vychazi z principu vlnové optiky. Obraz registrovany ve filmové desce nebo na Cipu
kamery je dan intenzitou dopadajici vilny. Nejrozsifengjs$i je pouZziti referencni viny.
Interpretace elektronového hologramu spociva v jeho pocita¢ovém zpracovani. Je umozZnéna
korekce vady pienosu kontrastu mikroskopem a ziskat tak obraz nedeformované elektronové

viny na vystupu za vzorku. [11]

3.3 Atomarni rozliseni

Jednou z metod dosazeni atomarniho rozliseni je metoda Z-kontrastu. Vyhodou této metody
je, Ze poskytuje pfimo interpretované obrazy mikrostruktury. Mikroskopy musi byt vybave-
ny autoemisni katodou, fadkovanim elektronového svazku a prstencovym detektorem elek-

trona difraktovanych pod velkymi uhly. [11]
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3.4 Elektronova tomografie

Elektronova mikroskopickd tomografie umoznuje prostorové zobrazeni Utvarl v buiikédch
s velmi vysokym rozlisenim. Casto jsou pouzivany rychle zmrazené, chemicky nefixované
biologické materialy, které jsou ve stavu velmi blizkému stavu za ziva. Princip je podobny

pocitaCové tomografii, ktera se pouziva ve zdravotnictvi.

Elektrony zde prozaiuji objekty tlustsi nez v bézné TEM pod rliznymi thly. Pocita¢ vytvari
z tomografickych fezl trojrozmérné modely objekti (Obr. 28).

Kryoelektronova a elektronova tomografie obecné spoc¢iva v zdznamu dvourozmérnych pro-

jekei trojrozmérného objektu pod rliznymi thly, pfi jeho néklonu.

Elektronmikroskopick4 tomografie tak poskytuje neocenitelné informace o uspofadani ultra-
struktury ve tkanich, builkdch a makromolekulach. V pifipadé kryoaplikaci se t&zi
Z prostorového obrazu chemickou fixaci neovlivnénych struktur sledovaného objektu, ktery
je nutno rychle zamrazit. Nejcastéji se metoda kryoelektronové tomografie pouZziva pro pro-

storové zobrazeni bakterii, virti a pozice jader bun¢k. [11]

Obr. 28. Klasicky obraz TEM vlevo a tomograficka
rekonstrukce vpravo[11]
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4 PRIPRAVA ZKUSEBNICH VZORKU

Ve 30. letech minulého stoleti byly v prvnich sestrojenych TEM zkoumény ptfevazné biolo-
gické preparaty (krevni bunky, baktérie, vlakna bavlny, kiidla hmyzu, ...) a otisky relié¢fu
povrchu materidlu (repliky). Problémy, které byly spojeny s piipravou dostatecné tenkych
vzorkll, jenz by umoznovaly elektronomikroskopické studium vnitini struktury krystalic-

kych materiali, posunuly vyuziti této metody témét o 20 let.

Vzorky pro TEM musi mit tloustku okolo 200 nm a pro techniky atomového rozliseni jen
5 az 40 nm. Proto jejich piiprava vyzaduje velkou zru¢nost a trpélivost. Prvni tenkou kovo-

vou folii ptipravil Heidenreich v roce 1949. [1]

Metoda TEM vyuziva dvou zplisobu vzniku kontrastu, ¢emuz odpovida piiprava vzorku
tenké folie nebo repliky (otisky). U vzorku pfipraveného jako tenka folie se vyuziva zmény
absorbéniho kontrastu i zmény kontrastu rozdilného rozptylu na anomaliich krystalické

miizky. U vzorku pfipravené repliky se vyuziva zmén absorb¢niho kontrastu. [5]

4.1 Pripravné prace

Standardné maji vzorky pro TEM tvar terciku, jejichz primér je 3 mm, nckteré vzorky jen
2,3 mm, zélezi na typu mikroskopu a analyze, ktera je provadéna. Tloustky vzorkd nepie-

kracuji 0,1 az 0,2 um. [1, 5, 25]

Malé Castice se nanasi na médéné, hlinikové nebo kiemikové sit’ky, které jsou pokryty ten-
kou uhlikovou nebo plastovou (formvarovou) folii o tloust’ce kolem 20 nm. [11, 26] Vzorky
Z masivnich materidlll je nutné nejprve natrezat na platky a potom ztencit. Pti fezani a brou-
Seni se musi dbat na to, aby nedoslo k nezddoucim zménam mikrostruktury vzorku (artefak-

tom). [1, 25]
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4.2 Rezani platki

Tloustku platkti 1ze u vSech zplisobu fezani vétSinou nastavit pomoci mikrometrického
Sroubu nebo vzorek upnout specidlnim svérdckem s goniometrickou hlavou, kterd umoziuje

fezani pod uréitym thlem. [1]

4.2.1 Kotoucova pila

Nejcastéji se k fezani platkt pouziva pomalobézna (Obr. 29) nebo rychlobézna kotoucova
pila. Pfi odd¢€lovani materidlu je vzorek chlazen emulzi. Existuje nékolik moznych zplsobt

oddélovani vzorku.

Pti fezani pomalobéznou pilou s 1 az 300 otackami za minutu se vzorek upevnény do drzéku
poklada na kovovy kotou¢, ktery ma tloustku 0,15 az 0,4 mm s diamantovym abrazivem na
obvodu. Posun vzorku do fezu je zplisoben gravitaci a pfitlak vzorku se reguluje zdvazim
a protizavazim. Pfi fezani velmi tenkych platka (0,15 mm) se ptitlak nepouziva. VEtsi me-
chanické napéti na Cele fezu by zpusobilo ohnuti platku i u velmi pevnych materiald (ocel).
Rezani s piitlakem je rychlejsi, je viak potieba zvétsit tloustku platku alespofi na 0,3 mm,
aby nedoslo v disledku plastické deformace ke vzniku artefakta. Velmi malé vzorky
(<8 mm) Ize fezat tenci pilou, coz zpuisobuje mensi profez vzorku a fezani je rychlejsi. Pilo-

vy kotou¢ je pfi fezani fixovan dvéma piirubami. [1, 25]

fezaci kapaina

b 1+ phiruba 2 - Gamaniovy kotoul

Obr. 29. a) Pomaloobézna diamantova pila [25], b) Schéma [1]
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Rychlobézna pila se otaci rychlosti az 3 500 otacek za minutu. Kotouce jsou zpravidla vyra-
bény z kovovych materiala (nikl, bronz) nebo z plastt (bakelit). Kovovy kotou¢ ma tloustku
od 0,2 mm do 2 mm a pramér mezi 50 az 300 mm. Plastovy kotou¢ ma tloustku mezi 0,3 az
1,6 mm a pramér mezi 100 az 230 mm. U kovového kotouce Se pouziva diamantové abrazi-
vum, u plastového kotouce je abrazivem SiC, Al,O3; (korund) nebo nitrid boéru. Pti fezani
rychlobéznou pilou se pohybuje bud’ kotouc ¢i vzorek. Vyhodné je fidit rychlost posunu do

fezu elektromotorem. Je mozné minimalizovat mechanické napéti na Cele fezu. [1, 25]

4.2.2 Dratova pila

Dratova pila umoziuje velmi pfesné a Setrné fezani téch nejkiehcich materialti. Rezani je
jeste Setrn&jsi nez pii pouziti rychlobézné kotoucové pily s fizenou rychlosti posunu do fezu.

[1] Provadi se na horizontalni (Obr. 30) nebo vertikalni pile (Obr. 31). [25]

drat mikroskop

. > 0o 1® protizavazi
= N/ el
4-/
vzorek— [—l]

@ e @

b

Obr. 30. a) Horizontalni dratova pila [25], b) Schéma [1]

Vzorek je pii fezani piilepen na jednoduchém piipravku (hranolek, valecek) nebo je upnuty
Vv pevném drzaku. Velmi jemny drat (100 az 30 um) je vyroben z bronzu nebo z korozi-
vzdorné oceli, pohybuje se regulovatelnou rychlosti 0 az 4 m/s a na svém povrchu unasi

jemné abrazivum (diamantova pasta, korundova emulze). [1]
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¢

Obr. 31. Vertikalni dratova pila [25]

Pti tomto zptisobu fezdni nedochazi ke zvySovani teploty, strukturdlnim zménam vzorku
a jeho deformacim. Rez je rovny a hladky. Pribéh fezu mize byt kontrolovan stereoskopic-

kym mikroskopem, ktery je umistén pied vzorkem. [25]

4.2.3 Chemicka dratova pila, elektrolyticka dratova pila

Chemicka dratova pila pracuje na podobném principu jako pila dratova abrazivni. [1]

Tento typ pily se pouzivéa vyhradné k fezdni kovovych materidlli bez mechanického zatizeni

vzorku. Své uplatnéni nachazi v primyslové vyrobé, v laboratofich jen ziidka. [25]

Dréat unasi na vzorek silnou kyselinu a odnasi produkty dané chemické reakce. Posun vzorku
do fezu je fizen motorem, pii odfiznuti platku vzorku nedochézi k zddnému kontaktu dratu

se vzorkem.

| elektrolyticka dratova pila pracuje na podobném principu. Kolem dratu, ktery je katodou,
tryska elektrolyt. K obrabéni vzorku dochézi nastavenim vhodnych podminek lesténi. Timto

zplisobem je mozné fezat piimo platky o tloustce 100 pm. Sitka fezu je 0,5 mm. [1]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

4.2.4 Elektrojiskrova rezacka

Elektricky vodivy vzorek je upevnén v kovovém svéraku, ktery je umistén v lazni s kapal-
nym dielektrikem (olej, petrolej). Rezacim nastrojem je médény drat nebo plech. Nastroj
a obrabény vzorek jsou pfipojeny ke generatoru stejnosmeérnych napétovych impulzt (80 az
300 V, 0,2 az 500 kHz). Pfiblizenim nastroje ke vzorku dochédzi mezi elektricky vodivymi
materialy k jiskrovym vybojim. Ty zpusobi lokélni roztaveni materidlu a vznik malych pro-
hlubni (kratertl). Rezné stopy se pribézné proplachuji proudem dielektrika, aby nedochazelo
K tvorbé vodikovych mustkd, které by zabranovaly vzniku dalich vyboji. Velikost kratert
zavisi na urovni napéti a vybijeciho proudu. Pfi malém napéti jsou kratery malé a tepelné
poskozeni dosahuje do hloubky ~ 0,1 mm. Vyhodou této metody je rychlé déleni delSich
vzorku. [1]

4.3 Ztencovani platki

Odrtiznuté platky je potieba ztencit z obou stran. Je nutné dosahnout vhodnou tloustku pro
odbér terciki (0,10 az 0,15 mm). Vzorky lze ztencovat brusnym papirem nebo elektrojiskro-

vym obrabénim ¢i elektrolytickym lesténim. [1]

4.3.1 Mechanické brouSeni na metalografickych papirech

Vzorek se pfed brouSenim pfilepi velmi tenkou vrstvickou lepidla nebo syntetického vosku
tavitelného pfi nizké teploté na pfipravek umistény uvnitf prstence ze silnosténné trubky.
Trubka stabilizuje rovinu brouseni. Brouseni je nutné provést z obou stran vzorku, aby ne-
doslo ke vzniku mechanického napéti, jez by zpusobilo prohnuti vzorku a tim vznik neza-
doucich artefakti. Ubytek vzorku pii brouseni kontrolujeme mikrometrem. U mékkych ma-
teriald mize dojit k plastické deformaci a tim k poskozeni vzorku az do tloustky dosahujici
trojnadsobku priméru zrn pouzitého abraziva. Z tohoto divodu je nutné provadét brouSeni

(Obr. 32) na metalografickych papirech ¢islo 1000 a jemnéjsich. [1, 25]
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Obr. 32. Metalograficka bruska [25]

V tabulce (Tab. 2) jsou uvedena cisla metalografickych brusnych papird a odpovidajici

stfedni velikosti zrn abraziva. [1]

Tab. 2. Cisla brusnych papirii N a stiedni velikost zrn abraziva D [1]

N 180 240 320 | 400 600 800 | 1000 | 1200 | 2400 | 4000

76 60 46 35 26 22 18 15 10 5
[um]

4.3.2 Elektrojiskrové leSténi

Elektrojiskrové lesténi (ztenCovani) se pouziva pro vzorky, u kterych by pii mechanickém
brouseni mohlo dojit k deformaci a tim k nezddoucimu vzniku artefaktd. Platek ufiznutého
vzorku se prilepi lepidlem (kanagom), které je smichéno s bronzovym praskem pro ziskani
elektricky vodivého spoje. ZtenCovani vzorku se provadi v 1azni dielektrika rotujicim kotou-
¢em s drazkami, ktery pusobi jako elektrojiskrova fréza. Na vzorku vznikaji prohlubné po
elektrickych vybojich. Pro dosazeni optimalné hladkého a lesklého povrchu je tieba, aby

byla dodana energie impulzti co nejmensi. [1]
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4.3.3 Elektrolytické ztencovani

Tento zplsob se pouziva pro vzorky citlivé na mechanické poskozeni. Vzorek je ztenCovan
ve volné lazni elektrolytu, kde je upevnén ve specialni pinzeté s platinovymi hroty. Nékolik
centimetrti od vzorku se do lazné vlozi katoda z prohnutého korozivzdorného plechu. Zten-
covani vzorku je mozné sledovat binokularni lupou. Podobné Ize pouzit aparaturu pro elekt-
rolytické lesténi dvéma tryskami, kdy se vzorek vklada do specidlniho drzaku o priméru

10 mm. Je nutné hlidat dobu lesténi, aby nedoslo k nezadouci perforaci vzorku. [1]

4.4 Odbér terciku

Odbér ter¢ikl se provadi vystiihovanim specidlnim raznikem, odvrtanim diamantovym vrta-
kem, ultrazvukovym obrdbénim, vyjiskfenim médeénou trubickou, elektrolyticky nebo che-
micky. V piipadé moznosti vyroby valeCku o priméru 3 mm ziskame ter¢iky nafezanim,

soustruzenim nebo elektrojiskrovym obrabénim z pfipraveného vzorku. [1]

4.4.1 Vysttihovani raznikem

Je to nejjednodussi a nejrychlejsi metoda ziskani ter¢ikl. Pouziva se pro mekké a plastické
materialy. Pii1 vystfihovani nesmi dojit k plastické deformaci a vzniku artefakti ve strukture
materialu. Proto je platek vzorku pii vystiihovani pevné uchycen pfidrzova¢em. Celni plo-
cha razniku (Obr. 33) je prohloubena, aby se zaruéilo, ze terCik nepfijde do kontaktu

s raznikem a tim jeho stfedni ¢ast nemiize byt deformovana. [1, 25]
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Obr. 33. @) Raznik na vystrihovani terciku [25], b) Schéma usporadani [1]

4.4.2 Odvrtavani dutym vrtakem

Odvrtavani dutym vrtdkem je jednim z nejSetrnéjSich zptisobt ziskani ter¢ikl. Jako nastroj
se pouziva profiznuta mosazna trubicka s jemnou emulzi abraziva (smés korundu, glycerinu
a vody). Platek vzorku se pfilepi na podlozni sklicko a pied odvrtanim se na néj nanese kap-
ka emulze. Pouziva se pro odvrtavani tercikli z tvrdSich materiali. Doba odvrtavani terc¢iku
se pohybuje okolo 15-20 minut. U mékkych materiala se Castéji pouziva duty diamantovy
vrtak, pti odvrtavani nedochazi k jeho obrusovani. Teréiky z tvrdych materiali se po odvrta-
ni odloupnou z podlozniho sklicka samy, mékké terciky je nutné odlepit acetonem

Vv ultrazvukové lesticce. [1]

4.4.3 Vyjiskifovani trubickou

Tercéiky se vyjiskiuji z platkli trubi¢kou s vnitinim priimérem 3 mm. Vodivy kontakt se za-
jisti ptilepenim platku vzorku na kovovy hranolek lepidlem, které se smichd s bronzovym
praskem. Platek i hranolek je nutné odmastit acetonem, aby byl vytvoten kvalitni spoj, jinak

mize dojit ke zdvizeni terciku a jeho znehodnoceni vyboji z vnitiniho povrchu trubicky. [1]
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4.4.4 Ultrazvukové vyrezavani

Vytezavani terc¢iku ultrazvukem (Obr. 34) se hodi pro relativné kiehké a drolivé materialy

(polovodice, mineraly, keramika).

Obr. 34. Ultrazvukovad vyrezavac-

ka pro vyrezavani tercikii [25]

Princip metody spoc¢iva v mechanickém spojeni ultrazvukového generatoru a dutého fezaci-
ho nastroje. Rezny nastroj kmitajici s frekvenci ~ 25 kHz uvede do pohybu jemnozrnnou
abrazivni emulzi (nitrid boru), kterd byla nanesena na vzorek. Ten je k fezacimu néstroji
pritlacen pruzinou. Je mozné fezat vrstevnaté ¢i viceslozkové materialy 1 masivni vzorky,
jejichz tloustka muize byt od 40 pm do 5 mm. Rezat je mozné trubi¢ky s primérem 2,3 nebo
3 mm nebo obdélniky o rozmérech 1 az 10 mm. Zalezi na tom, jaky fezaci nastroj pouZzije-
me. Desti¢ky obdélnikového tvaru slouzi k ptipravé pticnych fezl. Tento zplsob vyfezavani

neni vhodny pro pfili§ mekké ¢i pfilis kiehké materialy. [1, 25]

445 Chemické rozpousténi, elektrolytické rozpousSténi

Chemickym odleptanim lze pfipravit teréiky (Obr. 35) z materiald, které 1ze chemicky leptat
(kovy, polovodice, mineraly). Platek vzorku o tloust’ce 0,1 mm se pfilepi na podlozni sklic-

ko a potom na vzorek pfilepime plastové ter¢iky o priméru 3 mm. Takto pfipravené sklicko
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ponoiime do leptadla, leptani sledujeme binokularni lupou nebo stereomikroskopem. Ne-
chranény povrch vzorku se rozpusti a pod plastovymi ter¢iky zbudou vzorky, které se odle-

pi. Vyhodou je, Ze se najednou pfipravi vétsi mnozstvi vzorkt.

samolepici plastové tertiky proméru 3 mm

vzorek

\ skien@né destitka

Obr. 35. Chemické odleptavani terciki [1]

Elektrolytické lesténi se pouziva namisto chemického odleptavani tam, kde je mozné mate-
rial anodicky rozpoustét (kovy, polovodice). Postup je podobny, jen se vzorek nelepi na
skli¢ko, ale upne se do pinzety s platinovymi hroty. Plastové teréiky se potom nalepi z obou

stran a poté se ponoii mezi dvé katody do elektrolytu. [1, 25]

4

4.5 Priprava pri¢nych rezi

Pti¢né fezy (Obr. 36) se piipravuji z vrstevnatych materialt.

1.5%1.7 mm

substrat

Obr. 36. Schéma pripravy pricného re-

ZuU z vicevrstvého materidlu [1]
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U vzorkll je mozné studovat rozhrani vrstev, méfit tloustku vrstev a zjisStovat chemické slo-
Zeni.
Pti¢né tezy lze ptipravit nékolika variantami, vybér zavisi na vlastnostech studovaného ma-

terialu. Lepi se vzdy alesponl dvé desticky vzorku k sob¢, aby nedochazelo k poskozeni po-

vrchovych vrstev.

Klepeni se pouziva polymerni pryskyfice. Podle typu polymerni pryskyfice pouZzijeme
k polymeraci ultrafialovou lampu nebo topnou ploténku, kterou zahiejeme na 100 °C. Pro
vzorky, které by nesnesly zvySenou teplotu, pouzivame pryskyfici polymerujici pfi teploté
okoli. Vznikly sendvié¢ pficného fezu (Obr. 37) se po zmenSeni vétSinou zaléva do kovové

trubic¢ky o priméru 3 mm. Ta zabrani rozlomeni pii findlnim ztencovani vzorku.

(a)

Obr. 37. a) Jeden ze zpusobu lepeni sendvice do trubicky —
sendvic¢, b) Proriznuty kovovy vdalecek, c) Vdlecek s vlepenym
sendvicem, d) Trubicka 3 mm primeéru, €) Findlni preparat vhod-

ny k rezani terciki [1]

Terc¢iky pticnych fezil se feZzou diamantovou pilou, nésledné ztencuji, dulkuji a sleStuji

bombardovanim Sirokym svazkem iontd. [1, 25]

4.6 Priprava tenkych folii v blizkosti povrchu vzorku

Pti¢ny fez je nutné pfipravit i v pfipadé, kdy chceme pozorovat mikrostrukturu v t€sné bliz-

kosti povrchu vzorku.
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Jestlize méame rovny povrch, pfipravime sendvi¢ klasicky slepenim dvou vzorkll k sobé¢.

Déle postupujeme vyse popsanymi metodami.

U c¢lenitych povrchi (napt. lomova plocha kovového materialu) je nutné nanést elektrolytic-
ky ochrannou vrstvu niklu o tloust’ce 1,5 mm. Takto pfipraveny vzorek jiz miizeme nafezat

na platky, ztencovat, dilkovat a odebrané terciky slestovat bombardovanim. [1]

4.7 Finalni ztencovani na tloust’ku transparentni pro elektrony

Kromé¢ elektrolytického lesténi a iontového bombardovani lze dostate¢né tenky vzorek, kte-
ry bude prosvétlitelny pro elektrony, ziskat i mechanickym lesténim do klinku pomoci tripo-

du ¢i T-toolu, nebo fezanim na ultramikrotomu. [1]

4.7.1 Elektrolytické leSténi

Existuje nékolik metod elektrolytického lesténi, nejvice pouzivana je metoda lesténi dvéma
tryskami. Za nékolik minut se touto metodou piipravi vzorek tenké folie s jednim nebo vice
otvory v blizkosti stiedu terciku. Okraj ter¢iku ma tloustku 0,1 az 0,2 mm a vyuziva se
k fixaci v drzaku mikroskopu. Prolestény vzorek je v blizkosti otvorti prosvétlitelny pro
elektrony. Metoda leSténi dvéma tryskami davé za optimalnich podminek reprodukovatelné

vysledky.

Principem elektrolytického lesténi (Obr. 38) je oxidacné redukéni reakce na povrchu vzorku
v fizeném elektrickém potencidlu. Vzorek, ktery je ponofen do elektrolytu, je zapojen jako
anoda. Prochéazejici proud mezi vzorkem a katodami vytvaii na povrchu vybrouseného
vzorku viskozni film koroznich odpadd. Film ma velmi nizkou elektrickou vodivost.
Tloustka filmu se v riznych mistech 1i$i, nejsiln€jsi je v prohlubnich vzorku a nejslabsi nad
jeho vystupky. Tam je nejvétsi proudova hustota a proto se vystupky na vzorku postupné

uhlazuji.

Elektrolytické lesténi je ovlivnéno pouzitym elektrolytem, jeho teplotou, proudovymi pod-

minkami, vzdalenosti elektrod, plochou vzorku a rychlosti proudéni elektrolytu.
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Obr. 38. @), b) Princip elektrolytického lesteni [1]

Pti elektrolytickém lesténi dvéma tryskami je vzorek fixovan v drzdku a na obou jeho stra-
nach jsou umistény trysky. Ty soucasné slouzi jako elektrody. Vzorek je zten¢ovan z obou
stran. Pfi vzniku otvoru je ru¢né nebo automaticky lesténi ukonceno. Oplachnuty a vysuseny

vzorek je vhodny na pozorovani mikroskopem. [1]

4.7.2 Chemické lesténi dvéma tryskami

K chemickému lesténi dvéma tryskami (Obr.39) lze pouzit stejny piistroj jako pro elektroly-
tické leSténi, jen se nepfipojuji elektrody ke zdroji napéti. Vyuziva se k leSténi vodivych
I nevodivych materialti (kovy, polovodi¢e, mineraly, keramika), je potieba, aby materialy
byly masivni a jednofazové. Vicefdzové by se daly lestit jen za podminek stejnych rozpous-
técich rychlosti jednotlivych fazi. Chemické rozpousténi vzorku je podporovano proudénim

roztoku z trysek. [1]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

eleklrolyt
— '/ - y b!
zdroj svétla & okénko nebo
Infraterveného lryska vzorek detektor
zareni infraterveného
| zéfen|

‘, A\ pumpa ‘

\ :

S -

Obr. 39. Princip elektrolytického lestéeni dvéma tryskami [1]

4.7.3 lontové bombardovani

Iontové bombardovani (Obr. 40) 1ze pouzit pro vSechny typy materialt (kovy, kompozity,
keramické materialy, ...). Vzorek je ztenCovan bombardovanim ionty urychlenymi napétim
1,5 az 5 kV, které v misté dopadu odtrhavaji atomy nebo molekuly vzorku. K bombardovani
se nejcastéji pouziva inertni plyn argon. Rychlost zten¢ovani vzorku zavisi na krystalové

struktufe, relativni atomové hmotnosti vzorku, na energii iontii a uhlu jejich dopadu.

Metoda neni pro vzorek piili§ Setrnd, mohou vznikat neZadouci artefakty. ProtoZe je iontové
bombardovani velmi pomalé, ztenc¢ime ter¢ik nejprve mechanicky na tloustku 70 az 100 um

a potom mechanicky vylestime sted ter¢iku tzv. dilkovacem (Obr. 41). [1, 25]

bronzove nebo

filcové kolecko
7\ o —
\ ;‘I/ \ e
1 | N ’ <10 pm
i\ v -
\ ) b svazek
\ o / jontl
- [ B >

e ———

\;'__,_;,/
2 sva:ek/ ™

iont

Obr. 40. Ztencovani folii a) Mechanickym lestenim diilku
ve stredu svislym koleckem s diamantovou pastou, b) lon-

tovym bombardovanim [1]
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Po dosazeni tloustky 5 az 10 pm je jiz vzorek vhodny pro vlastni iontové bombardovéani. Pti
praci kontrolujeme tloustku vzorku digitalnim mikrometrem, aby nedoslo k jeho znehodno-

ceni perforaci. [1]

»

Obr. 41. Diilkovac [25]

4.8 Mechanické lesténi vzorku do klinku

Mechanické lesténi do klinku se pouZziva k pfipravé tenkych vzorkl nebo folii z vrstevna-
tych materialt (polovodicové vrstvy, plazmové nastiiky) a i z vysoce nehomogennich mate-
riali. Lze lestit podélné i pficné fezy. Vladknité nebo praskové vzorky se smichaji
s epoxidovou pryskyfici, potom se zalepi mezi dvé kiemikové desti¢ky. Vyhodou této tech-
niky ptipravy vzorkl je velka pfesnost ztenceni pozadovaného mista, které chceme pozoro-
vat a schopnost pfipravy velké transparentni plochy pro elektrony. Pro techniku lesténi
vzorku do klinku se pouzivaji specialni ptipravky Tripod Polisher (Obr. 42) a T-tool. [1, 25]
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lock

Obr. 42. Tripod Polisher [25]

Ptipravky lze ztencit vzorek az na transparentni tloustku potiebnou pro elektrony. Obruso-
vani a lesténi probihd postupné na jedné a nasledné na druhé strané¢ vzorku, ¢imz vznikne
tvar klinku. ObruSovani vzorku se provadi na metalografickych brusnych papirech a lesténi
na plastovych kotoucich (lapovacich blanach) diamantovym brusivem. Ve vétSin€ ptipadi
neni potteba pouzit k dolesténi iontové bombardovani, pti kterém hrozi vznik nezadoucich

artefaktd. Vznikly vzorek klinku je nalepen na ter¢ik o priméru 3 mm (Obr. 43). [1, 25]

3 mm

(8)

Obr. 43. a) Schéma kilinku pripraveného mechanic-
kym lestenim, b) Jeho nalepeni na 3 mm tercik [1]

4.9 Stipani

Technikou §tipani Ize ziskat tenkou folii velmi rychle. Vrstevnaty material pfipravime Stipa-

nim monokrystalu na pficném fezu. Lomem podél riznych krystalovych rovin materialu
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vznikne vzorek s perfektni hranou o velikosti 0,6 mm?% Vzorek je v celé tloustce prosvétli-
telny pro elektrony. Vzorek odstipnutého krystalu, ktery je fixovan na specidlnim teréiku

s patkou (Obr. 44), je nachystan na pozorovani mikroskopem. [1, 25]

svazek e

Obr. 44. Schéma fixace odstipnutého

krystalu na specidlnim terciku [1]

4.10 Drceni

Drceni provadime za sucha v achatové misce (Obr. 45). Timto zpusobem pfipravime jemny
prasek z kiehkych material (minerdly, keramika) tfenim mezi palickou a dnem achétové

misky. [1]

Obr. 45. Achadtové tieci misky [25]

Doba drceni zavisi na tvrdosti materialu, zpravidla do n¢kolika minut. V ultrazvukové prac-

ce vytvorime z ptipraveného prasku a rozpoustédla vhodnou suspenzi. Ta se nasledn€ nanasi
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mikropipetou na sitku s uhlikovou blankou. Krystaly prasku reprezentuji plivodni material
vV mikroskopickém méfitku, najdeme zde rtzné krystalografické orientace. Velmi malé
mnozstvi vzorku rozdrtime mezi dvéma podloznimi skli¢ky (Obr. 46) a naneseme za sucha

na sitku. [1, 25]

Obr. 46. Drceni vzorku mezi

dvéma podloznimi sklicky [1]

4.11 Ultramikrotomie - ultratenké Fezy

Touto technikou se ziskavaji z dostate¢né tvrdych, ale i plastickych materiala ultratenké fezy
o tloustee 30 az 90 nm. Rez je provadén sklenénym nebo diamantovym noZem na special-

nim pfistroji (ultramikrotomu).

. A 1 Y
i \\ / |

||
/"". \
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.

-

Obr. 47. a) Pyramida blocku dobre
pripravena - pohled shora, b) pohled

zZ boku, ¢) nespravné pripravend [1]

Rezy se nejlépe realizuji ze stfedné tvrdych homogennich materiald,, u heterogennich mate-
rialt je potifeba kompaktnost a piiblizné stejna tvrdost jednotlivych slozek. Praskové nebo

velmi malé materidly se zalévaji do malych forem polymerni pryskyfice a porézni materialy
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se pryskyfici impregnuji. Po vytvrzeni se bloc¢ky pryskyfice zmenSuji ofezanim do tvaru

komolé pyramidy (Obr. 47).

Potom nasleduje fezani v ultramikrotomu (Obr. 48). Nej¢astéji je provadéno pii pokojové
teploté, vhodné je pouzit oscilujici nuz (sklenény, diamantovy) vibrujici s ultrazvukovou
frekvenci. Pro materidly, které jsou pii pokojové teploté pfilis mekké, pouzijeme metodu
kryo-ultramikrotomie, kdy je ultramikrotom rozsifen o kryokomoru s tekutym dusikem. Ma-

terial je ochlazovan a fezan pfi teplotach 0 °C az -120 °C.

Metoda ultramikrotomie nachdzi uplatnéni zejména pfi ptipravé vzorki z biologickych ma-
teriald, v materidlovém vyzkumu pfi ptipravé vzorkl z polymerta ¢i prask, méné u vzorka

kovi, kde je z ptipraveného vzorku mozné uréit pouze lokalni chemické slozeni.

blodak nastaveni nakiony

vaorky <A \ S mechaniky posuy
AP

% U3 SO 7
vanitks " \ 0 FiEe o TETEe RS TR o T
s vodou ‘k\——“r ]AAV;A-—_‘ =
nlg ~ 7 " ‘\/‘ FEMANG vaorky
z7vin
posuv Ca‘Lj dold
stofoy —
& NoZem _— -
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blotek
vrorku

galo /
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| Y/ paskaterd
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Obr. 48. a) Schéma ultramikrotomu, b) Detail rezani — pdaska se nabira na sitku [1],

¢) Ultramikrotom Leica UC7 [27]

Vyhodou této metody je ziskani vzorku o stejné tloust’ce v celé jeho plose. Nevyhodou je
vysoka pofizovaci cena piistroje, dlouhd zaskolovaci doba pro obsluhujici personél, moznost

vzniku velkého mnozstvi aktefakti. [1, 7, 25]
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4.12 Metody otiskii (repliky)

Otisk predstavuje kopii relié¢fu povrchu zkoumaného vzorku. Vzorek se vylesti a nasledné
leptd metalografickymi leptadly pro zdiraznéni reliéfu struktury. Repliky se nejcastéji zho-
tovuji z plastli nebo amorfniho uhliku. Vyhodou téchto materiali je nizkd atomova hmot-
nost, odolnost vii¢i dopadajicimu svazku elektrond a dostate¢na pevnost. [1] Repliky se pfi-
pravuji jako snimatelné vrstvy z povrchu naleptaného vzorku, které nesou vSechny detaily
povrchového reliéfu. Podle zptisobu piipravy se dé€li na jednostupiiové (piimé), dvoustupno-

vé (nepfimé) a jednostupnové extrakéni. [5]

4.12.1 Primé plastové a uhlikové repliky

Piimou plastovou repliku (Obr. 49) pfipravime nanesenim tenké vrstvy rozpusténého plastu
na povrch vzorku nebo pfitlaCenim zmekcené plastové folie na vzorek. Plastova folie musi
byt z jedné strany zmékéena rozpoustédlem. Po ztuhnuti se blanka opatrné strhne a v otisku

zlstane zachovana topografie povrchu.

Rév replika

Obr. 49. Prima plastova replika [1]

Pti pozorovani vzorku vznika kontrast vlivem rizného stupné rozptylu elektrona prochazeji-
cich ¢astmi otiskil, které maji riznou tloustku. Tam, kde je povrch vzorku vyvySen, ma
replika mensi tloustku. Obraz je v téchto mistech jasnéjsi nez v mistech, kde byly na vzorku
prohlubné. Repliku lze na vzorku pfipravovat opakovang, nebot’ pii pfipravé nedochdzi
k zadnému poskozeni. Plastové repliky nejsou piili§ stabilni vii¢i ozafovani svazkem elek-

tronll a je omezena jejich rozliSovaci schopnost z diivodu relativné velké tloustky.
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Ptimou uhlikovou repliku pfipravime napafenim Cistého uhliku, které se provadi ve vakuu
(Obr. 50). Ziska se velmi tenka replika s V&tsi rozliSovaci schopnosti nez u repliky plastové.
Uhlikova replika nema vlastni strukturu, je amorfni, ma vSude stejnou tloustku a pro ziskani
kontrastu se stinuje. Ze vzorku se neda sejmout mechanicky, odleptava se chemicky nebo

elektrolyticky. Povrch pivodniho vzorku se odleptavanim porusi, nelze pouzit opakovang.
[1, 25]

elektroda
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Obr. 50. Schéma naparovaci aparatury [1]

4.12.2 Nepiimé dvoustupnové repliky

Pii pouziti metody nepiimé dvoustupiiové repliky (Obr. 51) odpadaji vSechny nevyhody
piimych replik, coz je nestabilita plastovych replik a poruseni povrchu vzorku pii chemic-

kém ¢i elektrolytickém odleptavani uhlikové repliky.

Tuto repliku ziskame tak, ze nejprve sejmeme negativni plastovy otisk, ten naparime tenkou
vrstvou uhlikového filmu, a po rozpusténi plastu ziskdme pozitivni uhlikovou repliku, kterou

pfipravime stinovanim k pozorovani v mikroskopu. [1]
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plasiova replika

uhllkoyé replika

(d) M

naoslené'vrsrva
uhdiku

Obr. 51. Priprava neprimé repliky [1]

4.12.3 Extrakéni repliky

Pouzitim extrakéni repliky (Obr. 52) ziskame obraz povrchového reliéfu struktury a Soucas-
né je umoznéno Ve vzorku vyextrahovat jemné Castice karbidd, vméstk ¢i intermetalickych
Casti. V naleptaném vzorku a v replice jsou tyto Castice pfitomny ve stejném mnozstvi. Dob-

ry kontrast umoznuje provedeni chemického slozeni a krystalografickou fazovou analyzu.

vylestény a naleptany
vzorek

replika s extrahovanymi
a Casticerni

Obr. 52. a) Princip extrakcni repliky, b) Snimek extrakcni repli-
Ky s casticemi karbidu [1]

Postupuje se od mechanického k elektrolytickému lesténi tak, aby byly obnazeny Céstice
precipitatii. V napafovacce se na takto ptfipraveny povrch vzorku nanese tenké vrstva uhliku.
Vznikly film se nafeze na malé Ctverecky skalpelem nebo ziletkou a vzorek se ponofi do

elektrolytu. Rozpusténim matrice se nafezané Ctverecky repliky uvolni do roztoku. Po
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oplachnuti se zachyti na médénou sitku o priméru 3 mm a vysusi. Pro zjisténi obsahu uhli-
ku je nutné napatit vrstvu SiO,. U téchto replik neni nutné stinovani, vyextrahované castice

vytvaii dostateény kontrast. [1, 25]

4.13 Stinovani replik

Stinovani replik (Obr. 53) se provadi napatovanim tézkych kova (Pt, Pd, Au), ¢imz se zvysi
kontrast obrazu u plastovych i uhlikovych replik. Vrstva kovu se napaiuje ve vakuu. Stino-
vani Ize vyuzit i ke stanoveni vysky reliéfu a k urceni velikosti ¢astic. Stinovanim lze odlisit
vyextrahované ¢astice od uvolnénych ¢astic pii odleptavani (Obr. 54). Replikou vyextraho-

vané ¢astice z povrchu maji stin, ¢astice uvolnéné pii odleptavani stin nemaji. [1]

i i
’\ smér stinovan e \\
fa~. napafena vrstva \\
kovu N \

-

S p_— clona
I ! h ‘ he. /\ _..\* —L\/ atvor 2 mm

] » A
e smér stinovan| \\ ___— vzorek
1

(a) (b)

Obr. 53. a) Stinovani replik - princip, b) Realizace pouzitim clony pri naparovani [1]

smér stinovani
Castice sekundaml faze

| z" -

’ Santice
= uvolning

obraz stinované repliky v mikroskopu

Obr. 54. Odliseni replikou extrahova-
telnych castic od ostatnich, uvolnenych

pri leptant [1]
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ZAVER

Metoda transmisni elektronové mikroskopie umozfiuje studium vnitini = struktury
Vv nejriuznéjSich odvétvich materidlového vyzkumu. Kazdé odvétvi pak pouziva k ptipravé
vzorkd (kovy, plasty, keramika, biologické preparaty, ...) nejvhodnéjsi, specifické metody,
které se lisi pravé s ohledem na typy a vlastnosti zkoumanych materialti a zvolenou zobra-

zovaci techniku.

Pro ziskéani obrazu s velkou rozliSovaci schopnosti je tieba, aby vzorkem proslo co nejvice
urychlenych elektront a absorpce elektronti vzorkem byla co nejmensi. Pfipraveny vzorek
musi byt proto velmi tenky s tloustkou v rozmezi 0,1 az 0,2 mikrometrt. Ptiprava takto ten-
kych vzorkll, metodami uvedenymi v této praci, vyzaduje velkou Sikovnost, peclivost a trpé-

livost personalu, jinak dochéazi ke vzniku nezadoucich artefakta.

Ptiprava vzorkl je v bakalaiské praci roz¢lenéna na ptipravu tenkych folii a na ptipravu

replik, podle dvou zakladnich zplisobl vzniku kontrastu.

Tenké folie Ize ziskat fezanim platka, které se podle citlivosti vzorkti nasledné ztencuji.
Z folii se ptipravuji ter¢iky o praméru 3 mm, které se ztencuji na finalni tloustku prosvétli-

telnou pro elektrony pomoci specialnich technik lesténi nebo iontovym bombardovanim.

Tenkou folii z vrstevnatych materialti lze pfipravit i Stipanim. Z kiehkych materiala ziska-
vame vzorky drcenim na jemny prasek, ktery se nanasi na sitku zasucha nebo ve formeé sus-

penze.

Velmi kvalitni vzorky lze pfipravit pomoci ultramikrotomu za pouZiti specialnich sklené-
nych nebo diamantovych nozii. Tato metoda se vyuziva zejména pii ptipravé zkuSebnich
vzorktl z plastii a pro piipravu biologickych preparatil. Rezani se provadi pii pokojové teplo-
té nebo pii nizkych teplotach 0 az — 120 °C metodou kryo-ultramikrotomie.

vV

Nejjednodussi zpusob ziskani replik je naneseni tenké vrstvy plastu nebo napatfeni velmi
¢istého uhliku na povrch vzorku a nasledné sejmuti této vrstvy (piima replika), kterou je

mozné pro lepsi kontrast stinovat.

Nepiimou dvoustupnovou repliku ziskame sejmutim plastového negativniho otisku, ktery se
napaii vrstvickou uhlikového filmu a naslednym rozpusténim plastu. I zde se pied pozoro-

vanim v mikroskopu stinuje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Dale miizeme pfipravit extrakéni repliky, které umoziuji ziskat obraz povrchu vzorku a vy-
extrahovat ze vzorku jemné Castice. Tyto Castice maji velmi dobry kontrast, umoziuji pro-
vést analyzu chemického slozeni. Zpiisob Spociva ve vylesténi a odhaleni ¢astic a nasledném
napareni vrstvicky uhliku. Matrice se nésledné rozpusti a ziskame repliku i s extrahovanymi

¢asticemi z povrchu vzorku.

Vyzkum transmisni elektronové mikroskopie nekonéi. Za zminku stoji vyvoj unikatni tech-
niky mikroskopie pomalymi elektrony, které nesou po prichodu hmotou nesrovnatelné citli-

v¢j$i informaci o slozeni a struktuie materialu a jsou velmi Setrné ke zkoumanym zkuSebnim

vzorkam.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADF

BE

BF

CCD

EBSE

EDS

EDS

EELS

FEG

HAADF

HRTEM

HVTEM

REM

RTG

SE

SEM

SPM

STEM

TE

TEM

WDS

Detektor tmavého pole
Zpétn¢€ odrazené elektrony
Detektor svételného pole

Cip, ktery je modernim detektorem obrazu v digitalnich fotoaparatech a kame-

rach (Charge-coupled device)

Difrakce zpétn¢ odrazenych elektronti

Disperzni spektrometr energii

Charakteristické rentgenové zafeni

Spektrometr ztrat energie elektront

Autoemisni elektronova tryska

Detektor elektront rozptylenych pod velkymi uhly
VysocerozliSitelné transmisni elektronové mikroskopy
Vysokourychlovaci transmisni elektronové mikroskopy
Rastrovaci elektronovy mikroskop

Rentgenové zafeni

OdrazZené sekundarni elektrony

Rastrovaci (fadkovaci, skenovaci) elektronovy mikroskop
Mikroskopie skenujici (rastrujici) sondou

Skenovaci transmisni elektronovy mikroskop

Proslé¢ elektrony

Transmisni elektronovéa mikroskopie

Vlnové disperzni spektrometr
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