TENTO MATERIAL SLOUZI JAKO PRACOVNI TEXT  (DOPLNEK K PRAKTICKYM ULOHAM )

TRANSMISNI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Transmisni elektronova mikroskopie je jedrzoexperimentalnich metod, bez kterych se v
sowasné dob véda neobejde. Umakije zobrazit mikrostrukturu uviditmateridluiadow od
n¢kolika mikrometfi aZz po atomoveé rozliseni.

Prvni transmisni elektronovy mikroskop bgitrojen roku 1930 E. Ruskou a M. Knollem.
Vyvoj elektronového mikroskopu byl z&@€ motivovan omezenou rozliSovaci schopnosti
swtelného mikroskopu. ®odnre byl TEM konstruovan pro vyzkum vir(v biologii a lékastvi
se pouziva dodnes). Prvni aplikaci elektronové osikopie v oblasti materidlového vyzkumu
bylo studium uhlikovych replik lomovych ploch.

TEM je obdobou stelného mikroskopu. Stelny zdroj optického mikroskopu je zde
nahrazen zdrojem elektrdn(elektronovym dlem), sklegné cocky jsou nahrazenyockami
elektromagnetickymi a misto okularu je zde fluoe®ni stinitko. Celd drdha elektribrod
elektronového #&a az po stinitko musi byt ve vakuu. Vakuum je ndéné hned z &kolika
davoda. Prvnim z nich je, Ze ve vzduchu by elektron iga@bovan. Druhym, nemé&ulilezitym
divodem, jsou molekuly obsazené ve vzduchu. Ty hysabily kontaminaci tubusu a vzorku.
Vysledny obraz je pak pozorovaiiep okno v projedni komde (na fluorescamim stinitku).
DalSim dilezitym rozdilem mezi stelnym a elektronovym mikroskopem je, Ze
elektromagnetick&ocky jsou oproti skleenym nastavitelné (zémou proudu, prochazejiciho

civkou, lze nénit ohniskovou vzdalenogbcky)
Zakladni konstrukce transmisniho elektronového mikioskopu

Transmisni elektronovy mikroskop se skladétyi hlavnichc¢asti:tubusu s elektronovou
optikou, vakuoveho systému, nezbytné elektroniky(napajeni cotek pro zaosbvani a

vychylovani elektronového paprsku a zdroj vysokéagEti pro zdroj elektrof) a softwaru.
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Obr.1 Konstrukce transmisniho elektronového mikwpsi

Elektromagnetické ¢ocky

Jsou tvéeny prstency z velmkistého Zeleza, které jsou zasazené v civkach namdje
stejnosndrnym proudem. Elektromagnetickécky pracuji pouze ve vakuu (cely tubus musi byt
pod vakuem), slouzi pouze jako spojky a jsou letoteisovatelné Jestlize civkami prochazi
elektricky proud, vznikne mezi polovymi nastavaeldtomagnetické pole, které #ranezeru v

magnetickém obvodu.

Obr.2 Prirez elektromagnetickatockou



Z\&tSenicocek Ize nénit zménou proudu, ktery civkami &e. To je zakladni rozdil mezi

magnetickymi a sklemymi ¢ockami. Jinak se chovaji st&ja maji stejné druhy optickych vad:

a) sférickou (kulovou) vadu

Tato vada je velmiiezita. Z velkécasti zavisi na tvaru a zpracovaotky. Projevi se tim, Ze
zvétSeni ve geducocky je jiné nez na okrajich.

b) chromatickou (barevnou) vadu

ZvétSenicocek je zavislé na vinoveé délce elektiion paprsku. Tuto vadu lze zmensSit co mozna
nej\etsi stabilizaci urychlovaciho n&pa pouzitim velmi tenkych prepaiiat

) astigmatismus

Je vadouwocek, ktera se projevuje tim, Ze se kruh na prepaciuazi jako elipsa.

Elektronoveé délo

Elektronové #&lo se sklada Zatody, tzvWehneltova valce a anody. Jako katoda se
pouziva wolframové vlakno, které jgimo Zhavené na teplotu 2800°C. V poslednich letech
staly oblibenymi dva jasjsi zdroje elektrof, a to elektronova tryska na bazi hexaboridu
lanthanu (LaB), ktera emituje 10x vice elektrdbmez wolfram zatéty na stejnou teplotu, a
tryska emitujici elektrony vlivem elektrickeého pdfeeld emission gun - FEG). V tomtdipact
jsou elektrony "vysavany" z velmi ostrého hrotungih elektrickym polem. S FEG se tak da

docilit aZ tisicindsobné elektronové hustoty.

Obr.3 Wolframoveé vlakno (vlevo) a krystal lsaBpravo)



V praxi od elektronového zdroje vyZadujemey gbskytoval koherentni svazek elektiipn
coz znamena, ze by elektronyl;nvychazet z bodového zdrojeéiy by mit stejnou energii a
dokonce by se #ha jejich piivodni vina nachazet ve stejné fazi. Tryskuritv@toda emitujici
elektrony a anoda s kruhovym otvorem ve svéfedst, ktera je fitahuje a dava jim dostateé
zrychleni na pilet tubusem mikroskopu. Vlakno katody je wgsEno do otvoru tzv. Wehneltova
vélce (obr. 4), ktery ma zapornéedpti a diky jehoz psobeni se okolo emitujiciho hrotu katody
vytvoii mrak elektrod. Ty jsou potom postugnodsavany z otvoru Wehneltova valce k ahad
ty které maji spravny s¥n ziskaji dostatsou rychlost, aby ji prolétly dale do tubusu. Timto
jednoduchym zfisobem je zajiha dostaténa zasoba elektréns @iblizn¢ stejnou poateni

energii tak, aby elektronovy paprseklmyse zmigné vlastnosti.

Obr.4 Schéma elektronové trysky TEM



Oswtlovaci soustavdi]

Os¥tlovaci soustavu transmisniho elektronového mikopsktvai elektronova tryska
spole&né skondenzorovymi ¢oékami.
Elektrostaticka optika elektronové trygkpmitd obraz emisniho hrotu vlidkna do prostoru

blizko kruhového otvoru v anéd ktery se nazyvirizisté (obr. 5).
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Obr.5 Kizi&@ v TEM1]

%

Vzhledem k tvaru katody vifpact wolframového vidkna, které se d@iZsSte promitd, ma

kiizists elipsovity tvarCim je tvar kruhojsi, tim je zdroj elektroinkruhowji a koherentjsi.
Urychlené elektrony, které produkuje elektva tryska, vstupuji do magnetického pole

kondenzorovycltocek. Ty slouzi k penosu elektronového paprskuizZi§té na preparat.

Pouzivaji se &Sinou d¥ kondenzorovéocky, z nichZ prvni vytvB obraz kizZist¢ a zneénou jeji

ohniskové vzdalenosti je moznéenit velikost obrazu. Druhym kondenzorem se tentcanb

zaostuje do roviny preparatu. V prvigbcce je vestagna clona s velkym @gmeérem, v druhé je

vyménna clona s velikosti otvoru v intervalu 100 - 50®. Ok clony jsou vystavené silnému



elektronovému bombardovani &sto dochazi k jejich zuisteéni, které vede k zhorSeni
astigmatismu kondenzorové soustavy.

Zobrazovaci soustavdi]

Tuto soustavu tvbdrzak preparatu, objektiv, mezi¢o¢ky, projektivy a fluorescertni
stinitko. Do drzaku (obr. 6) se vkladajitky, na kterych jsou umi&ty vzorky. Diky drzaku,
ktery zapada do goniometrického stolku, je moZmpgeparatem pomoci motark velmi jemrg
posouvat ve vSech smech a dokonce ho i nakk&n Tento posuntidi uZzivatel pomoci
“"trackballu”. Preparat je v mikroskopu undistdo £sné blizkosti p6lovych nastavobjektivu.

Obr. 6 Drzak preparatu pro TEM

Objektiv je nejvykon¥jSi ¢ockou mikroskopu acasto byva oznmvan za srdce celého
elektron-optického systému. Je schopen #igjkio z¥tSeni a ma také nejkratSi ohniskovou
vzdalenost. Aby se dosahlo pozadovaného vykonu,civié&a objektivu velky péet zaviti,
kterymi protéka znmy proud. Aby nedoSlo k jeho rehvati, byva chlazeny vodou.

Prostor v okoli ohniska objektivu byvasto kritickou oblasti mikroskopu, protoZe je zde
umiséno mnoho sotasti. Ve ¥tSiné mikroskopi je zde také umi&ho antikontaminéni

zaizeni, které umaiije zmrazit prostor v okoli preparatu a tim snjgfito kontaminaci. dsrg



pod preparat jef¢ba jest umistit objektivovou clonu, ktera snizuje sf&oa vadu objektivu a
vyrazre zvysuje kontrast vysledného obrazu.

Obraz vyprodukovany objektivovodockou se dale ztSuje na pozadovanou velikost
pomoci projektii a intermedialnicito¢ek. V obrazové rovin objektivu je mozné pozorovat
preparat se z¥Senim okolo 100xCast tohoto obrazu se promita do pomocného projekkiery
je schopen v zavislosti na 2n¢ proudu ngnit ohniskovou vzdalenost a tim &Seni, nap v
rozsahu od 0,45x do 24,5x. Dal&ckou, kterd se zapojuje do &Sovani obrazu, je hlavni
projektiv obvykle s konstantnim &&enim 100x. V saiasnosti je Bzné zaadit do tohoto
systéemu je$t druhy pomocny projektiv tak, aby vysledné maximalvétSeni celého
zobrazovaciho systému, které se rovn&ismz\etSeni vSecltocek, dosahlo hodnoty
1000000x.

Abychom mohli viét elektrony, které prosSly preparatem a zobrazovayistémem, jeféba
pievést informace, které nesou, do oblasti viditetnéttla. K tomuto @elu se na dno tubusu
umig’uje stinitko pokryté nepsgji ZnS, ktery je schopen v zavislosti na energimaozstvi
dopadajicich elektran emitovat s¥tlo s vinovou délkou 450 nm. Diky &estotam je emise

posunuta blize 550 nm, tedy zelenémgétlav
Dopad elektroni na preparat

Pri dopadu elektroinna vzorek mize nastat ¢kolik piipadi:

a) Nekteré elektrony jsou absorbovany v zavislosti lnu&'ce a sloZeni vzorku. To @pobuje

tzv. amplitudovy kontrast obrazu

b) DalSi elektrony jsou rozptyleny pod malymi ahjichz velikost zavisi na sloZzeni vzorku, to

zpasobuje tzv, fazovy kontrast v obraze

c) V krystalickych preparatech jsou elektrony ty#my do velmi odliSnych sini, které jsou v

zavislosti na krystalické strukte. To zgisobuje tzv._difraéni kontrast obrazu




d) Neékteré z dopadajicich elektrdmohou byt odrazeny (nazyvaji sesg rozptylené

elektrony).

e) Dopadaijici elektrony mohou takéigpbit to, Ze vzorek sam emituje elektrony. Takto

emitované elektrony se nazyvaji sekundarni eleigtron

f) Elektrony, které dopadaji na preparat mohoisapit také to, Ze vzorek emituje rentgenové
paprsky, jejichz energie a vinova délka zavisi menaickych prvcich obsazenych v preparatu.

g) V rekterych gipadech mohou elektrony igobit u preparatu emisi fotbr{nebo s¥tla).
Tento jev se nazyva katodoluminiscence

Ve standardnim transmisnim elektronovém mikroskgpuni dva jevy pipivaji ke vzniku
bézného obrazu u biologickych prepdratzatimco u krystalickych (materialy jiného nez

Mrivrw s

kontrast.

Zaznam obrazu

Celkovym vystupem z transmisniho elektrariav mikroskopu je trvaly zaznam snimku. V
souwasné dob Ize zaznamenavat §una specialni fotograficky material nebo digitdjmomoci
CCD kamer. Fotograficky zaznam obrazu v &mné dob ustupuje do pozadi, do pegli se
dostavaji CCD kamery.

Zaznam na fotograficky material

Pod stinitkem TEM je uloZena fotografickd komorakteré jsou uloZeny fotografické filmy. Ty
musim byt vyrobeny z materialu, ktery ma citlivggtsunutou do oblasti velmi kratkych vin a
vydrzi vysoké vakuum v mikroskopuipotizovani fotografického zaznamu se odkloni stinitko,
najede pouzdro s filmem a n& mohou gimo dopadat elektrony. Po expoziciedim dojde k
vytvoreni latentniho obrazu. Po vyvolani exponovana miseginaji, gicemz mira Zernani

zavisi na intenzét os\étleni.



Digitalni zdznam

V tomto pipact jde o gimy prenos obrazu v digitalni poddlna obrazovku monitoru
pctitate a déle jeho uloZeni do pé&m Pro uskuténéni tohoto penosu je do drahy
elektronového svazku v oblasti pozorovani obranfet detektor, ktery zaznamena mnoZstvi
primérnich elektroh a jejich energii v zavislosti na mistiopadu. Ideélni detektor elektfoby
mél byt schopen detekovat elektronovy obraz bez dig® jeho rozliSeni aridani Sumu, @
by mit velky p@et pixeli, Siroky dynamicky rozsah a vybornou linearitu. &eor by ngl
zaznamenat obrazhem rékolika vtein a tento obraz by shbyt okamzit k dispozici v poiteCi
k dalSimu zpracovani a analyze.

V praktickych alohach je mozno pouzit dyyt CCD kamer, a to Moradu a KeenView.

Morada je vysokorozliSovaci CCD kamera, kterd nabizi 47 megapixal s dynamickym
rozsahem 14 hit Tato kamera se instaluje po strara Sirokouhly port mikroskopu. Kamerovy
systéem se sklada z vysoce ziskového fosforovéhitkst spazeného s optickyméockami,

z hranolu speciath navrzeném pro odrazeni obrazu na CCD senzoriaubp, ktera je
specificka pro kazdy mikroskop.Viiti prenosovycip s elektronickym feruSovdem umokuje
extremrt kratké i extréma dlouhé expozini ¢asy - 1 ms az 60 s. Akvizice je tudiz mozné nejen
pii intenzivnim osv¥tleni, ale i pi extrémrE nizké intenzit. Morada dosahuje az 10 sniinka
sekundu a frekvenci pixelu 24 MHz.

CCD ¢ip je chlazeny Peltierovym apobem a vzduchem a je stabilizovary 36°C, poskytuje
velmi vysoky pondr signal/Sum. Sum je row# potlaten aplikovanim vysoce¢inné digitalni

techniky n&itani.

Obr. 7 CCD kamera Morada



Druhou kamerou, ktera je instalovana na askopu, na &mzZ budou probihat praktické
tlohy je CCD kamer&eenView. V praktickych ulohach bude uzivangegevsSim tato kamera,
kterd je pro nanomaterialové vzorky vhepi
Je tocernobila CCD kamera, ktera je instalovanidmp vespodu projaki komory v ose
elektronového svazku.Usfamlani CCD¢ipu a &inného fosforového scintilatoru je na principu
optického vlakna. Kamera poskytuje rozliSeni 128024, rychlost zaznamu je max. 10
obrazki/s pi rozliSeni 1280 x 1024 nebo 20 obra&kpi rozliSeni 640 x 512. Expaoxii ¢as se
pohybuje v rozmezi 100 us - 160 s.
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Obr.8 CCD kamera KeenView



Priprava vzorkiu pro transmisni elektronovy mikroskop

TEM miZe byt pouzivan vad védnich oboi a to ke studiu vnihi struktury materidl na
arovni atomarnich rovin. Vzorky pro TEM musi byt stat€né malé (3mm v piméru) a
dostaten¢ tenké (mé#a nez 0,;um), aby nimi mohli projit elektrony.

Kazdé od¥tvi vyzkumu pouzivaip piipraw vzorki své specifické metody.

VSechna odgtvi vSak pouzivaji k pohodIiné manipulaci se vzorkmudlozni st’ky (obr. 9).

Obr.9 Podlozni gky pro pipravu vzork

Jejich pimér musi byt 3mm, aby se veSly do drzaku vzorku. Wjiase z fiznych
materiati, nag. nikl, zlato, néd’, elektrogalvanickym leptanim. Na trhu se vyskyttgda typ
sitek, liSicich se tvarem, ptem a usptadanim otvakr. NejbsZngji pouzivanymi sikami v
nanomaterialovém vyzkumu jsowlsy médené.

Aby vzorek pes otvory siky nepropadl, jeieba sfku “"potdhnout” folii. B méreni
biologickych prepardt pii nichz se pouzivd urychlovaci riip 100kV, se sika potahne
formvarovou folii (viz praktické uUlohy). P méreni materialovych vzoik kdy je urychlovaci
napsti nastaveno na 200kV, se pouzivafksis jiz nap#enou uhlikovou folii. Formvarovou fo6lii
neni @i vysokych urychlovacich n&f vhodné pouZzivat, protoZe po dopadu elekirse zéne

tavit.



Priprava vzorki biologického pivodu

Jako prvni krok jergba provésodbér tkané. Druhym krokem Hpravy vzorku jefixace,
jejiz cilem je zabranit degragtdm proce8m a zachovat bwdnou ultrastrukturu. Po fixaci
nasledujedehydratace neboli odvodani. Ta spoiva v tom, Ze je vzorek postuprnkladan do
roztoki s rostoucim podilem dehydratého ¢inidla do té doby, nez je jim vSechna voda v
systému nahrazena. Nyni jiZtighazi natadu zalévani do bl&kia. Jeho delem je dat
zpracovavanému vzorku takové vlastnosti, aby ho bybZno krajet na ultratenkézy tlougky
do 100nm. K zalévani se pouzivaji prys&g, na které je kladeno velké mnozstvi pozadavk
(napr. mély by byt stabilni ve vakuu afpozaeni primarnimi elektrony, vzniklé biky by mely
mit piimérenou tvrdost, aby se daly delkrajet atd.).

Zavrecnou fazi pipravy biologickych vzori je krajeni ultratenkych rezi. K tomuto
Ucelu se pouziva ¥aeni zvanéultramikrotom (obr. 10). V sotiasné dob jsou na trhu dva
typy téchto zdizeni, a to ty, které k posuvu blku k hrag noze vyuzivaji tepelné dilatace
meédéné tye a ultramikrotomy s mechanickym posunerreddosti prvniho typu je schopnost
krgjet i velmi tvrdé materialy, mechanicky ultramotom je naopak velmi stabilni v tloice
ultratenkychtezl. K tezani ultratenkychrezi se pouzivaji dva typy n6z a to skleané a
diamantoveé. Zatimco skléné nozZe jsou levné, je mozné je po pouZziti vyhatidmantové noze
jsou drahé, jejich cena zavisi na déteené hrany aipjejich poskozeni je nutné je znovu za
pongrné vysokou cenu igbrousit. Sklegny niZ je schopen ukrojit z jednoho mista igné
hrare asi 30 ultratenkycltezil a pak je nutné se na h&gaposunout dale nebouh vyngnit,
diamantovy 8z po opatrném iblizeni cela bla&ku nakrdji tolik fezi, kolik potebujeme.
Diamantovy 1iZ také poskytuje vyraZrkvalitnéjSi ultratenké&ezy. Jeho cena odrézi skinest,
Ze diamant je nejtvrdSitipodni material, jehoz opracovani neni snadné oRsetétSinou blaky

"predrezaji " na skletném nozi a diamantovyi# se pouZije az na ultratentezani.



Obr. 10 Ultramikrotom

Padizeny ultratenkyez se nasledmienese na podloznit&u a vzorek pro TEM je
piipraven k analyze (viz obr. 11).

S podrobnostmi, souvisejicimiiggoavou biologickych prepatabude seznameniébhem
praktické ulohy pimo na pracovisti, kdeffprava ultratenkychezi probiha.

Obr.11 TEM snimek ledvin fieeny kamerou Morada ,urychlovaci @dpl00kV



Priprava nanopraskovych materiak

Riprava tohoto typu vzotkje mér nar@na nez piprava biologickych preparnatviz
praktick& uloha).

Spoiva pouze verech krocich. Nejprve jeégba nanopraskovy material rozdispergovat v
ethanolu. Do ependorfky se da material a zakagranetem. K tomu, aby byl nanoprasek
dostateén¢ rozdispergovan se pouZziva ultrazvukové vany.itijné 30 minutach
ultrasonifikace se vznikly roztok po kapkach nalépa podlozni sku, ktera je jiz potazena
napd&enou uhlikovou folii. Vzorek se pak nech& vyschrgupokojové teplat. Nyni je jiz

pripraven pro analyzu pomoci transmisniho elektrohovaikroskopu.

200 iy

Obr.12 Snimek magnetotaktické bakterigizeny pomoci TEM,urychlovaci n#ipl60kV



Obr. 13Castice koloidniho stbra-TEM obraz, urychlovaci nap: 120kV

Priprava vzorka pro TEM v metalurgii

V metalurgii se TEM uziva ke zkoumani imitstruktury fiznych material a gredevsim k
nalezeni poruch.

Nabizi se spousta moznosti , jak vitwzorek. My se touto problematikou vSak zabyvat
nebudeme. UuBme si pouze proipdstavu alespgbjeden z &chto zgisohi: Ze vzorku materialu
ve tvaru disku o giméru 3mm (tlougka asi 0,3mm) je chemicky odleptana jehtedhicast.
Kolem otvoru jsou obvykle oblasti s vhodnou tltkdu (asi 0,2mm) umadaiijici pronikéni
elektrori. U polovodti je ntkdy nutné vyiznout vrstvu materialu kolmo k povrchu, aby bylo

mozné zkoumat poruchu materialu



Pouzitou literaturu a dalSi podrafji informace o transmisni elektronové mikroskapgiipravw

vzorki Ize najit na:

[1] http://www.paru.cas.cz

[2] http://www.natur.cuni.cz

[3] http://apfyz.upol.cz

[4] http://www.matter.org.uk/tem/

[5] http://www.unl.edu/CMRAcfem/em.htm

[6] http://rumcajs.fifi.cvut.cz/fyzport/FT/2004/Dikce/05_Karlik_CsCAsFyz_manu.pdf
[7] http://www.cscasfyz.fzu.cz/2005/03/237.html



