ELEKTRON JAKO VLNA VE VAKUU

Pohybujici se elektron o energii £ a hybnosti p ma podle Lui de
Broglieho teorie vinovou povahu; tedy chova se jako vlna o:
frekvenci a vlnové délce
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h je Planckova konstanta

Rychlost elektront se bliZi rychlosti svétla — relativistické vztahy

Pro kinetickou energii urychleného elektronu ve vakuu el. polem o
nap¢ti U plati

2 2
E, =mc —myc” =-elU

my — klidova hmotnost, ¢ — rychlost svétla ve vakuu

eU

relativisticka hmotnost "% = 62 +m,

\/e.U ( eU J
2 2+ 2
m,.c m,.c
( e.U2 +1J
m,.c
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Priklad:

U=10kV - A =0,01226 nm
U=100kV - A =0,0037 nm



Porovnani A.=0,0037 nm s A viditelné oblasti spektra (cca 500 nm)

A

Vyuzitim vztahu pro rozliSovaci mez SM d i, = 0,61 . Sin o 1ze

ocekavat, ze elektron pfinese podrobné;jsi informace o struktute vzorku.
Teoreticky se jedna o rozdil 5 tada, ve skuteCnosti v dusledku vad

zobrazeni jen 2 az 3 fady oproti SM.

ELEKTRONY PROCHAZEJICI PREPARATEM

Atomy stejného krystalu rizné orientovaného
(v ptipad¢ levého obrazku, prochazi elektrony snadnéji)

Kontrast v obraze zavisi mimo jiné na:

» orientaci krystald v latce

» na prumérném protonovém ¢isle atomul preparatu
» na hustot¢ latky (po¢tu atomi v krystalické miizi)

Pro transmitované elektrony:

v pfipad¢€ obrazku vlevo bude obraz svétlejsi nez v pripadé
obrazku vpravo



ZVIDITELNENI OBRAZU VYTVORENEHO ELEKTRONY V
TEM

» preménou kinetické energie elektronti na svétlo — pozorovani
» dopadem elektront na fotografickou emulzi — zdznam

PREMENA ENERGIE ELEKTRONU NA SVETLO
Podobné jako v klasické TV obrazovce, elektrony bombarduji
stinitko opatfené luminoforem (fosfor, ZnS atd.)
V komote TEM, v jeji spodni cCasti je ovalné luminiscen¢ni

stinitko (fosfor — zelend fosforescence).

Fotografovanim nebo snimanim obrazu CCD kamerou
registrujeme zmény intenzity jako CB (Sedotonovy) obraz.

UZITi FOTOGRAFICKE EMULZE
Fotografickd emulze reaguje na svétlo i na dopadajici elektrony

podobné. V TEM pouzivame ,.kinofilm* 24 x 36mm nebo fotograficke
desky (100 x 80 mm).

8. axzi Fotografickd emulze:
' @ b @ & b

S ° vrstva fotografické emulze obsahujici svétlocitlivé
X .t. ~ krystalky (napt. AgJ, AgBr, AgCl).

Dopadem svétla nebo elektronii na emulzi dojde k fotochemické
reakci a vytvofi se latentni obraz. Vyvoldvacim procesem se latentni
obraz preméni na viditelny. Krystalky AgJ (AgBr, AgCl) se rozdé€li na
sttibro a jod (brom, chlor).

Mista vice osvétlend (ozafena elektrony) se na negativu jevi tmavsi
(vice Ag), tedy na pozitivu svétlejsi.

KONSTRUKCE TEM



Ctyti zakladni stavebni a funkéni prvky elektronového mikroskopu:

» zdroj elektront (elektronové d€lo)

» elektromagnetické Cocky

» preparatovy stolek (drzak, goniometr)
» vakuovy systém

elektronové délo

preparatova komora
systém elektro—

magnetickych cocek
a clon

nadobka s LN, k vakuovému
systému

luminiscenc¢ni
stinitko

obrazek tubusu TEM



ELEKTRONOVE DELO

Zdroj a urychlovac elektronii

Filament Heating Supply

zdroj elektronti:

» termoemisni zdroj
._Biss piimo (nepfimo)
Resistor— 7havena katoda

w2 (2700 °C — Wolframové vlakno —

Yoltage 71 -t
Joese vydrzi mesic)

Filament

Grid Cap

Equipotentials

Emissian
cest® > katoda LaBg

(2100 °C — hexaborid
jriscisti g lanthanu — vydrZi rok)

Anode
Plate\‘
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i Eearm Current > autoemisni
(studeny) zdroj (FEG) — vydrzi
nekolik let

» Wehneltv valec (obklopuje katodu) — potencial -100 V

» Kiizisté (zdroj elektront, podobné jako vlakno Zzarovky) s pramérem
cca 50 um

» Urychlovaci napéti 100 az 300 kV (obvykla hodnota TEM)

POHYB ELEKTRONU V MAGNETICKEM POLI

V HOMOGENNIM MAGNETICKEM POLI SE ELEKTRON POHYBUIJE PO
SROUBOVICI. B PUSOBI NA E SILOU
F=Bevsina
slozka v, pfispiva k rovnomérné pfimocarému pohybu
slozka v, nuti elektron pohybovat se po kruznici

m.v2 m.y

= ryr=—
v B.e

B.ev =



ELEKTROMAGNETICKE COCKY

permanentni magnet ve tvaru podkovy

resp. kovova podkova s vinutim jako
elektromagnet

elektromagneticka ¢ocka prub¢h magnetického pole (aberace)
(solenoid)

Pro ohniskovou vzdalenost elektromagnetické ¢ocky piiblizné plati:

B., — magnetickd indukce v misté zna
0se

e
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Vyhoda:
moznost ménit ohniskovou vzdalenost elmag. cocky zménou proudu ve

vinuti civky (solenoidu).

Nevyhoda:

Magnetickeé pole v dutin€ civky (Cocky) se méni (podle obrazku) a to
vede k vadam zobrazeni:

> sféricka vada
» chromaticka vada



TuBUS TEM

kondenzor
fokusuje elektronovée paprsky na preparat

vvvvv

preparat a zajiSt'uje jeho homogenni a
intenzivni ozafeni)

objektiv
' je urcen k tvorbé obrazu (faktor zvétSeni 50 —
100x)

projektiv
je tvotfen dal§imi ¢oCkami, které urcuji vysledné
zvétseni TEM a ,,promitaji“ obraz na stinitko

Soucasti elektronoptického systému v tubusu jsou clony.

» Clona kondenzoru odcloni mimoosové
elektronove svazky

» Aperturni clona (soucast objektivu) urcuje
aperturu elektronového svazku ,,paprska

DRZAK VZORKU, PREPARATOVA KOMORA

1. Presny a
jemny posun

(krok nm), 2. Posun v osach x, y, z,
3. Rychla vyména preparatu
VAKUOVY SYSTEM



EM potiebuje vakuum:

» ve vzduchu je elektron absorbovan (dosah elektronového svazku EM
ve vzduchu je max. 1 m)

» elektronové délo musi byt izolovano vakuem (vzduch neni dobry
1zolant)

» vzduch obsahuje molekuly O,, N,, CO, a hydrokarbonaty, které
zpusobuji kontaminaci tubusu a vzorku.

Bézné hodnoty tlaku
atmosféricky tlak ~ 0,1 MPa (10> Pa)
tlak v kosmickém prostoru ~ 10”7 Pa

& i

— gun

/

- | specimen

projection

AHaii st Vakuovy systtm EM je tvofen fadou ventill

spojenych s vyvévami.

Vakuum v preparatové komtirce ~ 10~ Pa
Vakuum v prostoru katody ~ 10™ Pa (pro LaBg), 107 Pa (FEG)
Vakuum v prostoru stinitka ~10” Pa (je zde film pro zdznam obrazu)

Vakuovy systém TEM (ventily, vyvévy) pracuje v logickém sledu a je
fizen automatikou (ovladan pneumaticky), kontrolovanou mérkami
vakua.
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Schema vakuového systému moderniho TEM
(stupen vakua je vyjadien odstinem — tmavy = vysoké vakuum)

3 oddélené vakuované komory
» prostor katody

» prostor preparatu

» projekcni komora

Typy vyvév:

» rotacni vyvéva (predvakuum)

» diftzni olejova vyveéva

» iontova (Ti — sublimacni, 100 litr/s)
» turbomolekularni

M¢éteni vakua: mérkami Piraniho typu

Cyklus vzduchem uzaviratelnych ventill (€erpani rota¢nimi vyvévami

cca 30 s.).

» Cerpani preparatové komory s vyménou vzorku trva né¢kolik minut

Pro kryoaplikace (biologické vzorky) je nutné odstranit usazovani ledu

na povrchu vzorku (kryostat s LN,)



ZAKLADNI PRACOVNI REZIMY TEM

» Svétlé pole

» Temné pole

» Difrakce

» TEM vysokého rozliseni
» Rentgenova mikroanalyza

Metoda svétlého pole

Standardni reZim zobrazeni
e w—— [0VID2 Preparatu

Na tvorbé obrazu se podili paprsky pifimo
prochazejici preparatem, bocni difrakéni maxima

s | mmmmmmm  jSOU Zachycena aperturni clonou.

aperturni clona (v obrazové ohniskové roviné
objektivu)(obvykle 4 — 8 priméri AC)

OBRAZ SVETLEHO POLE

KRYSTALU MNO
(krystaly leZi na tenke C vrstvé na

medéné sit'ce) Rigd y

Metoda temného pole

vysunutim AC excentricky mimo osu,
nechame prochazet preparatem pouze
paprsky 1. difrakéniho maxima.

Pouziti pro zvySeni kontrastu
krystalickych materialt




TEM JAKO DIFRAKTOGRAF
» pro identifikaci krystala
» pro stanoveni orientace krystalu

Difrakéni obrazec vznika v obrazové ohniskové roviné objektivu
(podobnost se SM) — projektiv je pro sledovani obrazu zaostien na
rovinu obrazu vytvofen¢ho objektivem. Pro studium difraktogrami je
nutné preostiit Pr na OOR.

Priklad: dva typy elementarnich bunék

dvé roviny
(vzdalenost rovin 1/2 délky
elementarni buiiky)
Ctyfi roviny
(1/4 el.buniky)

Pro horizontalni smér:

Pro dvé roviny — reciproka vzdalenost = 2 (dostaneme dva body ve
dvojnasobné vzdalenosti od stfedu),

pro 4 roviny r.v. = 4 (Ctyfnasobna vzdalenost od stredu)

Pti zapocitani ostatnich smért dostaneme 3D sit’ miizovych bodl

Difrakce v TEM —kazdy bod reprezentuje svazek odchylenych elektronti

difraktogram Si difraktogram Si3Ny4
(hexagonalni symetrie)



TEM S VYSOKYM ROZLISENIM

Splnéni nékolika podminek:

» naklon vzorku tak, aby umoznil prichod elektronového svazku podél
usporadanych atomil (viz. obrazek atomil v miiZce)

» pouziti apertury s velmi malym primérem pro dosazeni tizkého
elektronového paprsku

» zpravidla se pouziva vyssi urychlovaci napéti (300 kV)

TEM obraz atomil Si s vysokym rozliSenim
vzdalenost mezi atomy (bliz§imi) 0,14 nm

Skute¢na struktura (vlevo nahote)
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Azbestova vlakna na sit'ce Struktura azbestu s vysokym rozliSenim

RASTROVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE — REM



(Scanning Electron Microscopy — SEM)

Energie elektront v primarnim elektronovém svazku 10° az 10° eV.
Pruzny rozptyl — PE neztraci energii po interakci s latkou

Nepruzny rozptyl — PE jsou v poli atomti brzdény a jejich energie se:
» preda volnym elektroniim (plazmonové excitace)

» krystalové miizce (fononova excitace)

» iontlim (obalova excitace)

Hustota energetickych stavu elektrond N(E)

Sekundarni elektrony Odrazené elektrony

N(E)

AN\

1 10 100 1000 10000
> E(eV)

clectron Sekundarni elektrony (SE)
primarnim svazkem excitované elektrony ve
vnéjSich slupkach. Uvolnéné elektrony maji
Electrons 4 neteus  energii do 50 eV (pravé SE)

- Bakscattered.  OdraZené elektrony (BSE)
e vraci se s energii E =0,8 E,

i Augerovy elektrony (AE)

et elektrony vyrazené z vnitinich slupek
“4—Flections

Interakce primarniho elektronového svazku s hmotou vzorku



Primarni svazek
elektronu

Augerovy
elektrony

Luminiscgnce

Rentgenové
zareni

Preparat

Povrch preparatu

).

Sekundarni elektrony jmm} Augerovy elektrony

~ R4
“emise spojiteho

rtg.zareni

é elektrony

ni elektrony

Absorbova

objem interakce

rozm¢ér a tvar jsou funkci lokdlniho
chemického slozeni (pramérného
atomového Cisla), energie
elektroni E, a uhlu, pod nimz
svazek elektroni dopadd na
povrch.

Elektrony se v oblasti dopadu
pohybuji slozitym zplisobem.

V disledku srazek se méni jejich
energie 1 smér pohybu.



TVORBA OBRAZU A DRUHY KONTRASTU V REM

Obraz v rezimu odrazenych elektronti (BSE)

Topograficky kontrast — obraz povrchovych nerovnosti je zbaven detailil
v dasledku pfimoc¢arého pohybu elektrond.

Materidlovy kontrast — signal odrazenych elektroni zavisi na
prumérném atomovém (protonovém) Cisle Z. Pro vétsi Z je intenzivngjsi.
Uziti: k ,,mapovani‘‘ prvki ve spojeni s elektronovou mikroanalyzou.

Obraz v rezimu BSE
slitina Al-Cu

Al (Z =13) — tmavsi oblasti
g Cu(Z=29) - svéetlejsi oblasti

MAGNETICKY KONTRAST — MOZNOST POZOROVAT KONTRAST NA
DOMENOVYCH STENACH KUBICKYCH A JEDNOOSYCH

FEROMAGNETIK.
Ucinek Lorentzovy sily vyvolané magnetickym polem uvniti domén
(elektrony stocené dovnitt vzorku x elektrony usmérnéné k povrchu)

P L]

FLALL AN O

Magnetické domény v kobaltu




Obraz vytvoreny sekundarnimi elektrony (SE)

SE — energie do 50 eV, emise z povrchové vrstvy o tloust’ce do 50 nm
Detekovany jsou SE generované primarnimi elektrony (tzv.prave SE)
1 nizkoenergetické SE generovan¢ odrazenymi elektrony.

Dréahu SE je mozné upravit u¢inkem elektrického pole.

TOPOGRAFICKY KONTRAST V REZIMU SE
Emise SE je citliva na uhel dopadu PES

Normala
[

. konst. . o
Vytézek emise 0= cos B zéavislost £ (néklonu) na emisi SE
.

vliv sklonu lomovych ploch na
emisi sekundarnich elektronu

Napétovy kontrast — zobrazuje potencialové rozdily na povrchu
preparatu (polovodice)

Ved =05V Val=2V



FUNKCNI PRVKY A

Electron Gun

]

Anode

Magnetic
Lens

ToTV
Scanner

Secondary
Electron
Detector

Stage specimen

KONSTRUKCNI PROVEDENI REM

PRIMO ZHAVENA KATODA (W)
Typické parametry REM:

» RS 5az 10 nm pii UN 30kV

» zvétseni 5 az 200 000x

» UN volitelné od 1 do 50 kV

» Elektron—opticky systém

2 kondenzory se spol. buzenim

1 objektiv

elektromagneticky stigmator
(osmipdlovy)

» vychylovaci (rastrovaci) systém
» Detektor SE a BSE

Schematicky fez REM a rozmisténi funkénich prvkl v realném REM



TVORBA OBRAZU A PARAMETRY ZOBRAZENI REM

Electron Gun

Scan Coils TV Sc er
scans 1000 ponts
across 1000 lines
Electron Beam Electron Detector to form image
scans across and intensity of TV signal
dowm specimm en is proportional to
intensity of detecte
electron signal

1000
lines

Specimen

0 points

Stage

OBRAZ VZNIKA BOD PO BODU, RASTROVANIM POVRCHU

z=L

ZvétSeni obrazu L/

L — hrana obrazovky



L’— interval zobrazen¢ho povrchu vzorku
Detektor sekundarnich a odraZenych elektronii
(Everhart — Thornleyova konstrukce)

mrizka Svazek
-100 +400 V

: éékUngérni
Kerektrhy,

fotonasobic

Scintilator

odrazené

. DR elektron
svétlovod e N\ T, y

_‘ ~~~~~~ Qe \“|
A
kolektor & T X !
-~ ~,

~
~ “& Y
AR X

Elektrony dopadaji na scintilator v némz vyvolavaji luminiscenci,
svételna kvanta (fotony) o nizké intenzité jsou snimana fotonasobi¢em
(optoelektronicky).

Detekce sekundarnich elektront (£ = 50 eV)

» ,0dsati“ SE z povrchu vzorku elektrickym polem do + 400 V

» urychleni napétim +10 kV ptivedenym na Al vrstvu na scintilatoru

Detekce odrazenych elektronti (E= 20 keV)

» na kolektor se ptfivede zaporné napéti (do — 100 V) zdavodu
zabrzdéni rychlych BSE

Umisténi  detektoru SE (BSE)
v komoie REM




HILOUBKA OSTROSTI A ROZLISOVACI SCHOPNOST REM

Minimalni rozliSeni REM souvisi s nejmenSim dosazitelnym primérem
fokusovaného svazku na preparatu d,,.
Pro ptiblizné ureni (podobné jako v SM)

d . = l—ﬂ 1

min = 0,0 : A — vlnova délka elektronového paprsku (=10 'm)
n.sina

o — aperturni thel

teoretickd hodnota d.;;, 0,1 az 1 nm. Ve skutec¢nosti omezena vadami

zobrazeni (vn&jsi elektromagnetické pole, vibrace, vady cocek-sféricka

vada, chromaticka vada, astigmatismus atd.)

e g k objasnéni vztahu
 contenser f] | rozliSovaci meze a
LF " hloubky ostrosti
REM
condenser dO
| aperture | L —
- /Z.a
o
e dy — rozliSeni oka,
% W W r
« 7 — zvétSeni

Zavér: operator musi volit kompromis pro dosazeni optimalni hloubky
ostrosti pii dostatecném vykresleni detailti povrchu preparatu

Priklad:
mravenec integrovany obvod

reKy TS xeee  ioPm
' 4 ™, i

> Py SR . M
L . . “-...__ ey




Parametry riznych mikroskopickych technik

Hloubka ostrosti

Zvétseni Rozli§ovaci | Zorneé

schopnost pole SM | REM
10° 0,2 mm 100x100 mm 0,1 mm| 10 mm
10' SM 0,02 mm| 10x10 mm| 10 um 1 mm
10° 20 um | 1x1mm | 1um 100 ym
EM1 03 0,2 WM | 0,1x0,1 mm 10 um
T 104 20 nm | 10x10 pum 1 um
10° 2NM | 1x1m 0,1 um

10° 0,25 nm  0,1x0,1 um




UPRAVA OBRAZU V REM
Ptehled chyby a poruch snizujicich kvalitu vysledného obrazu

NEOSTROST

» Spatna volba urychlovaciho napéti,
» nestabilita zdroje elektronového svazku, zplisobend nedostateCnym

Zzhavenim katody,
» chybné sefizeni primarniho elektronového svazku,
» nedokonalé vycentrovani aparatury objektivu,
» nedostate¢na korekce astigmatismu,
» prilis velké zvétSeni,
» Spatné fokusovany svazek elektront (nezaostfeno),
» znacna plosna hustota nadboje na povrchu vzorku,
» (nezaostieny fotoaparat nebo CCD kamera).

CELKOVE NIZKA KVALITA OBRAZU
» Spatna volba urychlovaciho napéti,
» chybné nastaveni velikosti proudu primarniho svazku elektron,
» zietelny Sum vyvolany nadmérnym zesilenim fotonasobice,
» chybn¢ nastaveny jas a kontrast pro fotografovani,
» nevhodna vzdjemna poloha vzorku a detektoru,
» nedokonale pfipraveny vzorek,
» (chybna expozice nebo Spatné zpracovany snimek).

FAKTORY ZPUSOBUJICI LOKALNI PORUCHY OBRAZU
> nestabilita emise elektronového déla,
» znacna plosna hustota naboje na povrchu vzorku,
» mechanické vibrace,
» vngjsi elektromagnetické pole,
» necistoty na vzorku.

DEFORMACE VZORKU
» termické poskozeni primarnim elektronovym svazkem,
» zmeéna teplotniho gradientu vzorku,
» zkresleni zplisobené naklonem preparatu,
» velky plosny naboj na povrchu vzorku,
» poskozeni vzniklé pii ptipravé vzorku.



MoZnosti korekce ovladacimi prvky REM
ZMENA PROUDU COCEK A URYCHLOVACIHO NAPETI
SVAZKU ELEKTRONU — MINIMALNI HODNOTA PROUDU

SVAZKU 10™'* A (MENE — FLUKTUACE SUMU)
Pro stanoveni zmény signalu (zrakem) vlivem vlastnosti vzorku (ne
Sumem), musi byt odstup signal/Sum = 5.
Pti nizkych hodnotach proudu je tfeba signal zesilit fotonasobicem,
coz povede k ,,faleSnému Sumu®.

velky
povrchovy
naboj

nevyrazna struktura UN 30 kV nevyrazna struktura UN 45 kV

KOREKCE ASTIGMATISMU

Realna elektromagnetickd ¢ocka neméa dokonale osoveé symetrické
pole.  Asymetrie zpusobena nepfesnostmi ve vyrobé (vrtani a
soustruzeni s presnosti 0,001 mm), nehomogenitami feromagnetického
materialu polovych nastavci, atd.
Stigmator — soustava civek (8) vytvarejicich slabé magnetické pole,
umisténa v posledni ¢o¢ce elektronopticke soustavy (objektivu).

GAMMA KOREKCE

Nelineéarni zesileni obrazového signalu (dovoluje potlacit silnéjsi signaly
a zesilit slabsi) = elektronické vyrovnavani velkych rozdilii v kontrastu
(zvlasté u biologickych preparati).



1
Avyst = (:"‘/4vst.r
PRiPRAVA VZORKU PRO TEM

Vztah mezi amplitudou vst. a vyst. signalu

Hlavni cil:
Ziskat morfologickou informaci (reprodukovatelnym zplsobem) se
snahou potlacit jakékoliv artefakty preparatu.

Tenké transparentni félie — pro zachyceni ultratenkych fezil tkani nebo
suspenze ¢astic.

uhlikova félie — 20 az 50 nm,

plasticka folie (Formvar fedény v etylendichloridu <0,5%) — 20 nm
Podminka: stabilita pti prozatfovani elektrony, nizka zrnitost, kontrast
porovnatelny se vzorkem.

Ptiprava plastické folie je snadnéjsi nez Cisté C vrstvy

Sitka pro TEM — pevna podpora pro folie (fezy), vyrobena z Cu
(antiferomagnetikum)

MESH 100 (CAR/PALEC)
MESH 400

(procenta oteviené plochy)
Postup naneseni folie na sitku
NG . a — skli¢ko ponofit do roztoku s Formvarem
| b — vysuSeni v bezpra§ném prostiedi
c — folie splavena na hladinu vody
d — sit’ka na prouZzku papiru pod folii

Ptiprava uhlikove folie




ULTRATENKE REZY

vrstvou o tloustce 100 nm (biologicky preparat o p=1 g.cm™) prochazi
50 % elektront pt1 UN = 50kV — neni mozZné pozorovat celé bunky.
Obvykla tloust’ka tenkého fezu 50 nm.

Pro fezani musi byt tkan specialné ptipravena:

» odbér tkan¢ (krajeni v kapce fixdZze na polyetylénu) nebo bunék
(ptimo do fixativa)

» fixace

» odvodnéni

» kontrastovani

» zaliti do blo¢ki

Fixace (chemicka)

Nutnost zachovani ptivodniho stavu vzorku az na molekularni Groven.

Zpevnéni proteinli, uchovani prostoroveho rozloZzeni bunécnych
organel...Fixace musi poskytnout dostatecny kontrast pro TEM.

Doba penetrace fixativa zavisi na velikosti fixovaného vzorku (=1
mm’)
1. Fixacéni roztoky

Osmium tetroxid (0OsO,)
Dobie reaguje slipidy a fosfolipidy, stabilizuje bunétné proteiny

formujici cytoplasmu.
Spatné fixuje karbohydraty (glykogen) a nukleové kyseliny.

Doba fixace: od 30 do 90 minut. (kratky Cas vede k nedostate¢né fixaci,
dlouhy ¢as mize vést az k rozpadnuti tkdng). OsO,4 penetruje do tkané
pomaleji z diivodu pomalé difiize velkych molekul.

pH: pufry udrzuji roztoky pti pH blizkém 7

Teplota: vyssi teplota obvykle urychluje fixaci

Aldehydy
Formaldehyd a glutaraldehyd jsou nepouZivanéjsi pro EM.

Dobie fixuji bilkoviny, cytoplasmu a lysosomy.

W

Spatné stabilizuji v bunkach lipidy (nutna osmiova postfixace).



Glutaraldehyd ma relativné malou viskozitu (M,,=100,12 g/mol). V
koncentracich 1 — 6% se misi s kakodylatovym pufrem o pH 7,2.
Rychle penetruje do tkani a bunék. Mirnd deformace bunck se da
odstranit manganistanovou fixaci.

Manganistanové fixace

Pouzivaji se zeyména pro fixaci rostlinnych pletiv a bunék.
Dobie fixuji chlorofyl, vyborn¢ fixuji cytoplasmatické membrany a
struktury obsahujici lipidy a lipoproteiny.
Spatné — po manganistanové fixaci mizi ribosomy, rusivé pisobi
granulace (zrnitost se odstranuje predfixaci GA, ptripadné pouZitim
acetonu misto etanolu pii odvodnéni)
Doba fixace 15 az 50 minut,
Teplota ani pufr nejsou rozhodujici. Podle nékterych autort pufrovane 1
nepufrované roztoky davaji stejn¢ vysledky.

Priklady fixazi pro rostlinna pletiva:
Sabatiniho GA fixace:

4% roztok v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,2 (doba 30 min.az 2 hod.)
Manganova fixace podle Tahmisiana

Nepufrovany roztok KMnO,4 — 0,13 g, NaCl — 0,45 g, dest.vodou doplnit
na 10 ml.

Odvodnéni

Ukolem je nahrazeni volné vody ve vzorku odvodiiujicim ¢inidlem
(etylalkohol, metylakohol, isopropylalkohol, aceton).

Etylalkohol je nejrozsifenéjsi (nevytvrzuje tkan)

Aceton se pouziva ve spojeni se zalévaci hmotou Vestopal
Odvodnujici fada 70% — 95% (10 min), 100% (1 hod.)

Ptesun do roztoku odvodiujiciho ¢inidla a zalévaci hmoty (EPP —
epoxypropan)

Pozor: Pokud neni aplikovana fixace OsOy, je nutné¢ odvodnéni zkratit

vvvv

Kontrastovani

uranylacetat, kyselina fosfowolframova, KMnO,



Zalévani do blocki
Zalévani do parafinu neumoznuje poridit fezy pod 1 um (je mékky)

Vlastnosti idedlni zalévaci hmoty:

» rozpustnost v etanolu nebo acetonu pted polymerizaci
» neovliviiuje chemicky vzorek

» nezpusobuje pnuti ve vzorku

» homogenn¢ tuh4, ale dostatecné plasticka

» stabilni pii ozafovani elektronovym paprskem

Zalévaci hmoty

Metakrylaty
Rychléd penetrace do tkané a snadné pofizovani fezi 50-100 nm.

Spravna tuhost je dosaZzena vhodnou smési metylmetakrylatu a n-butyl
metakrylatového monomeru.

Nevyhody: az 0 20% se sniZi objem pii polymerizaci (vznik artefaktii)
nestabilita fezli po ozéteni elektrony.

Hmoty rozpustné ve vodé
se pouzivaji bezprostfedné po fixaci.
Glykol metakrylat (2-hydroxyetyl metakrylat) ma tendenci se rozpinat
pod vlivem elektroni.
Durcupan patrné nejpouzivané;si

Polyesterové pryskyrice
Vestopal W dobra stabilita v elektronovém svazku, nevyhoda je vysoka
viskozita a misitelnost s etanolem.

Epoxidové pryskyrice
VYTVRZUJI SE TEPLEM 60° (TERMOSET) PO DOBU 48 HOD. JSOU
ODOLNE PROTI TEPLU A ROZPOUSTEDLUM. NEJSOU PATRNA

ZADNA POSKOZEN{ PO POLYMERIZACI.
Rezaci vlastnosti jsou zavislé na poméru slozek smési pryskyticového
monomeru (epoxidova pryskyftice, tuzidlo, katalyzator, zmékcovadlo)

Araldit, Epon 812 (velmi ¢asto uzivany), DER-334.



Zalévani do blocki
» Dehydratac¢ni ¢inidlo z poslednim kroku odvodnéni je nahrazeno
smési (50:50) dehydrata¢niho ¢inidla a epoxidové pryskyfice.
» Infiltrace ve 100% roztoku pryskyfice.
» Blocek tkan¢ je paratkem pienesen na dno zelatinové kapsle a zalit
zalévaci hmotou. Voot e e o e

» Ofezani blocku do tvaru komolého (=T
jehlanu. s

ploska by méla mit velikost 0,5 mm

Ultramikrotomie

N
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vykyvném drzaku.
Tloustka tezill je dana teplotni dilataci ty€e, na niZ je drzdk umistén.
Pro reprodukovatelnost fezu je nutné splnit podminky:
1. vSechny pohyby musi byt bez vibraci,
2. ptislusné mechanismy musi mit minimalni tfeni,
3. schopnost posuvu ty€e s drzakem vzorku k hodnoté 10 nm,
4. po provedeni fezu musi blok utlumit razy zptisobené fezanim.




Noze
Nutné¢ vlastnosti nozl pro dosazeni kvalitnich fezi:

» polomér kiivosti hrany noze musi byt mensi nez je nejmensi
poZadovana tloust’ka fezu

» tvrdost a tuhost noze musi odolavat naraziim blocku se vzorkem

» odolnost vici chemickému rozkladu

» homogenita materidlu noze podél jeho hrany

» fyzikalni stabilita pii pokojové teploté

Diamantové noze jsou odolné¢, ale drahe
Sklenéné noze jsou kiehke (pro tvrdé tkané — kosti), ale levné.

Sklenéné noze se ptipravuji lomem ze
ctvercove desticky specialnimi
ldmacimi klestémi nebo pomoci
zatizeni, které dava reprodukovatelné
vysledky (d¢lka, pozice hrany,
plsobisté ohyboveé sily a jeji velikost)

plusobeni hrotu vanicCka na fezy

r=t
B

= QA

Kl wigw

fezani bloCku

[ Bic =t wough

chybny sklon ofezan¢ho blocku



Kvalita fezu
zéavisi na kvalité noZe (ostrosti), dobie piipraveném blocku (sklon
ofezani), na kvalité ultramikrotomu (viz. obr. vliv vibraci na kvalitu

fezu) atd.

Knite s

Vliv vibraci na tloust’ku ultratenkého fezu

Imunohistochemické metody

Znaceni koloidnim zlatem



STINOVANI TEZKYMI KOVY

Zvyraznéni povrchové topografie odparovanim kovu ze strany
Y ~ g oano

latexove kulicky (0,3 um)
stinované a) Au b) Au—Pd

Kovy pouZivané na stinovani:
» vysoka hustota
» intertnost vzhledem k chemickym vliviim a teploté

Au, Pd, Cr, Ni, Ge, Pt, U.

Cr pod 5 nm vykazuje granularitu.

Slitina Pt-Pd (3:1) je vhodné;jsi nez Cistd platina. Slitina dava tloust’ku
0,3—1,5 nm.

REPLIKA POVRCHU

Vzorky silnéjsi nez 0,1 um nemohou byt studovany v TEM (rozptyl,
absorpce).

Metoda povrchovych replik spociva v otisku

g povrchu do tenkého filmu transparentniho

pro elektrony (C, Formvar atd.).

Tloustka repliky je cca 20 nm. Z divodu

malého kontrastu je dodatecné stinovana.

Zplsob vytvareni replik:
a) rozpusténim vzorku
b) odtrZzenim z povrchu a odstranénim pasky




Negativni replika

RN T fﬂ;u”md

Naneseni plastického (nebo C) filmu, sloupnuti (obtizné¢), stinovani

Pozitivni replika

» R

A

‘al &) [#)

postup piipravy pozitivni repliky

Metody mrazového suseni, lomu a odparovani
(Freeze Drying/ Fracturing/ Etching)

Freeze drying

porovnani suseni na vzduchu a
metodou Freeze—Drying
(zabrani se agregaci Castic)

R B R o ]

Pti mrazovém suSeni bunck muize byt jako
mezistupen zafazeno naneseni uhlikoveého filmu
dosazeni lepSiho kontrastu

pro



Freeze — fracturing, freeze — etching
Metody umoziuji zkoumani objekti ve zmrazeném stavu. Odpada

fixace chemickymi Cinidly (a tedy moznych chemickych reakci se
vzorkem). RozliSeni je dano zrnitosti nanaSen¢ho kovu, znéhoz je

vyrobena replika.

1. Freezing
Kousek tkané (bunécné suspenze) je rychle zmrazen (LN,) a pfenesen

do vakuované¢ho prostoru s nizkou teplotou.

2. Fracturing

Zmrzla tkan je zchlazenym noZem obnaZena (zlomena) a dochazi
k sublimaci ledu z povrchu (-90 °C) do hloubky 10 — 30 nm.

Vytvofti se relief povrchu. Povrchova topografie kopiruje bunééné
membrany a organely. Povrch se bezprostfedné stinuje kovem a nanasi
se C film pro vytvoreni repliky.

Postup:

a) 1zolace tkan¢
b) zmraZeni

c) mrazovy lom
d) sublimace ledu
e) stinovani a ptiprava repliky
f) ciSténi repliky

P 2
n 'lllr.




PRiIPRAVA PREPARATU PRO REM

REM ma uplatnéni v fad¢ védnich a primyslovych oborii:

v biologii — 1€katské védy (anatomie, histologie, patologie,...), botanika,
zoologie,

v geologii, metalografii, mikroelektronice, strojirenstvi, gumdarenském
primyslu apod.

» v REM je mozné pozorovat objemné preparaty (limitované velikosti
preparatové komory)

» vodivé materialy (kovy, polovodice) neni tieba zvIast ptipravovat

» biologické preparaty vyzaduji specidlni ptipravu, (neuvazujeme-li
environmentalni REM)

PRIPRAVA BIOLOGICKYCH PREPARATU
» tvrde tkane (Kosti, vlasy, zuby, kutikularni vrstvy u hmyzu) — pouze
zajiSténi vodivosti povrchu

» mekké thkané — postup slozitéjsi: fixace, odvodnéni, vysuSeni,
pokoveni.

Zvlastnosti pozorovani biologickych preparati v REM

biologicky materidl = material dielektricky, nachylny k poSkozeni

elektronovym paprskem

.Nabijeni* povrchu — Spatné odvadéni elektronli z povrchu— vznik

oblasti s velkou hustotou ploSného ndboje — sniZena kvalita obrazu, viz

obrazek

dielektricke krystaly bez efektu a s efektem nabijeni povrchu



RESENI:

» snizeni UN k hodnotam 1 kV (snizena kvalita obrazu)

» pouziti REM s volitelnym vakuem (environmentalni REM)
» naneseni vodivé vrstvy

Naneseni vodivé vrstvy — naprasSovani (Cu, Al, Ag, Au, Pd, Pt)
nejCastéji  Au nebo slitina Au-Pd o tlouStce, ktera nenarusi

ultrastrukturu povrchu (10 nm).

Metody katodového napraSovani:
» iontovym svazkem,
» diodové naprasovani stejnosmérnym proudem,
» diodové napraseni s regulaci teploty drzaku vzorku.

Podminky pro vznik doutnavého
vvboie v plynu:

» Vzorek je umistén do komory,
kde je vakuum (1Pa).
» V komote je inertni plyn
= (Argon)
» Katodu tvoti naprasovany kov
» Anodou je stolek se vzorkem
= » ZvySovanim napéti vyvolame
vyboj ve zfedéném plynu

Sputtering Coater Device (SCD)

Argonové ionty jsou pfitahovany zapornym nabojem katody,
vyrazi atomy kovu (zaporné ionty), kter¢ ve formé plazmy obklopuji
preparat (+) a zajistuji jeho rovnomérné napraSeni. Magnetické pole
hlavy (katody) soustied’'uje 1onty smérem na stolek.

Podtlak, proud a doba napraSovani jsou zobrazovany na displeji.
(Krystalovy detektor umoziiuje métit tloustku naprasené vrstvy)

Cim ma naprasovany kov vyssi Z (protonové &islo), tim lepsi
kontrast v rezimu SE poskytuje



Meékké tkané: rostlinna pletiva a buniky, Zivoc¢iSné tkané a bunky
Ve vakuu dochazi k jejich rychlému vysusovani a deformaci, viz, obr.
vysuseni

rostlinného
pletiva ve vakuu

ReSeni:

» pouziti REM s volitelnym vakuem (environmentalni REM)

» volba standardniho postupu: fixace, odvodnéni, suseni + pokoveni
Fixace a odvodnéni postupy jsou podobne¢ jako u TEM

Vysouseni dehydrataéniho ¢inidla:

A4

» nejpouzivanéjsi je ,,metoda obejiti kritického bodu “

N K Metoda je zaloZena na jevu, Ze
p[Pa] nad kritickym bodem (K),
danym px a Tx mizi fazové
rozhrani mezi kapalnou a
A plynnou fazi.
, Kapalina
E;EQO ’ pro vodu:
px =21,8 MPa
Tx =647 K (374 °C)
Plyn
pro CO,:
> px=7,3 MPa

T[K]

A —vychozi stav; B —konecny stav
Jako vysouseci Cinidlo se voli CO, . Proces je automatizovan
v zafizenich Critical Point Dryer (CPD)

Tx =304 K (31 °C)

Pokoveni: probiha podle diive popsaného zpiisobu



REM S VOLITELNYM VAKUEM —
ENVIRONMENTALNI REM

PRACOVNI PODMINKY ZAKLADNICH TYPU REM
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[zobary relativni vlhkosti

PREDNOSTI ENVIRONMENTALNICH REM
» pozorovani nevodivych preparati

» moznost pozorovani vlhkych preparati (bez ptipravy, ¢asto vedouci

ke vzniku artefakti u jemnych struktur)

» pracovni podminky (zejména tlak) umoziuji pozorovani ,,zivych
mikroorganismi‘ a dynamickych procesti (tah, ohiev, rist bunéénych

kultur, fazové premény — tani, tuhnuti, sublimace apod.)

» detekce elektroni — detektor neni citlivy na svétlo ani teplo

(pozorovani rozzhavenych kovil, luminiscen¢nich materiali)

» detekce rtg. zafeni — pristroje EREM ziskavaji data z povrchu

nepokovenych vzorki ( eliminace vlivu kovové vrstvy)



Schéma eREM:
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DETEKTORY TOLERUJICI PRIROZENE PROSTREDI

PREPARATU
(environmentalni detektory)
Ptednosti:
» ionizovany plyn potlacuje
,,habijeni‘ preparatu

out

» ionizace plynu
uvolnénymi elektrony ze
vzorku zvySuje u€innost

\ detekce

Electrons

Positive lons

Gas Molecules

» detektory nejsou citlivé na
svétlo a teplo

ESD

Dbi;ctive Lens 1‘ ' -
-7 Type lIl SE
detektor sekundarnich a -
v , o Insulator
odraZenych elektronli _ .
High Voltage

Collection Electrode

10” Torr

— —
'BSE —— omm
—— 10mm
— 1amm
. BGlPL —— 20mm

detektor rentgenového zafeni



Priklady pouziti eREM

. krystalky ledu z pary vytvofené v komote
¢REM

vlas s kapkami vody Ziva msice



ELEKTRONOVA MIKROANALYZA

(Elektronova resp. rentgenova mikrosonda)
Electronprobe microanalysis EPMA, Electron microprobe analysis EMPA, X-ray
p y P y
Microanalysis)

R. Castaing r. 1940 (Univerzita v Patizi) — prvni teorie WDS
r. 1968 prvni pevnolatkovy detektor pro EDS

Informaci chemickém slozeni (pfipadné struktute) vzorku poskytuji pfi interakci
s elektrony:
» rentgenové zaieni,
» zpétné rozptylené elektrony,
» katodoluminiscence.
EMA — zahrnuje dva zpisoby jak ziskat informaci o sloZeni a struktute
vzorku prosttednictvim rtg. zareni
» WDS (Wavelength Dispersive Spectrometr) — rozklad zaieni podle
vlnovych délek.
» EDS (Energy Dispersive Spectrometer) — rozklad podle energie
rtg. zareni.
WDS — uzké svazky rtg. paprskii dopadaji na krystalovy detektor a
jejich A (energie) je dana Braggovym vztahem (pii zndmém d )
EDS - vyhodnocuje celé spektrum rtg. zafeni emitovaného ze vzorku.
Detektor EDS je pevnolatkovy (podle energie rtg. zafeni generuje
dvojice elektron-dira). Signal z detektoru je veden do multikanalového
analyzatoru

A 0
{Electron gun, Atignment
Electron condenser lenses, — coil @
optics aperture, control
control objective lens ) 1]
Energy
dispersive
X-ray X-ray detection
(:) WDS control spectro- amplification 5\
meter and signal (—;)
(EDS} processing
X-ray detection
amptification and *
Q signal ] ]Detectors: o
processing secondar Display a
spectrometer - L {cathode -
Iwps ) backscatte- ray tube) S
féctrans @
absorbed
st el ectrons
(j s t:ge == ] transmitted Image
ervo electrons signal processing
control
9 9 = U U
Display
fFrame
. Plotter Printer mﬂare Computer
Key board

Fig.4. Schematic representation of EPMA system
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Vznik charakteristického rentgenové zdareni

Chemicka analyza v objemu nékolik um’ (proto mikroanalyza). Objem

interakce je funkci slozeni (Z7) a UN (Monte Carlo metody—model
rozptylu elektrontt)

» kvalitativni analyza (zastoupeni chemickych prvkl ve vzorku, rtg.
mapovani.
» kvantitativni analyza (porovnanim se standardy).

analyza lehkych a stopovych prvkia (pod 100 ppm), problémy s analyzou
pokovenych preparatti apod.

Energiové Dispersni Analyza (EDXRA, EDS)

EDS Detector

econdary

" [étector

Nﬁ.ﬂkﬁtﬁ&&r CHARAKTERISTICKE RTG. ZARENI JE
- . ZACHYCENO
polovodicovym, chlazenym detektorem

Princip Cinnosti detektoru: interakci fotont rtg. zafeni s atomy krystalu
detektoru, vznikaji pary elektron-dira — jejich mnoZstvi je Umérné
energii fotonu. (zesileni detektoru = 1 protoZe nedochazi k tvorbé lavin
vlivem sekundarni ionizace narazem)



PD z cisteho polovodic (Si, Ge). Ptipadné neCistoty v PD pusobi jako
pasti pro elektrony uvolnéné fotoefektem =

Detektor s primesi Li — atomy Li nasyti akceptorovou vazbu necistoty
(stane se elektricky neutralni). Polovodi¢ ma pak jen viastni vodivost.

X

pocet paru elektron-dira je dan vztahem 7 =
E, — energie fotonl rtg. zateni

@ — primérné energie potiebnd na vytvoreni 1 paru (pro Si @x; =3,6 V)
Amplituda napétového impulsu

X

- q.1 _ q,-E
C w.C

g. — elementarni naboj, C — celkova kapacita systému

Pro sniZeni temného proudu (3umu detektoru) na 10> A — nutnost
chlazeni LN, v Dewarové nadobg.
Beriliové okénko mezi detektorem a komorou (zabranéni kondenzace
necistot na detektoru). Odsunutim okénka je mozno méfit na nizSich
energiich.

Princip Cinnosti spektrometru

1. zesileni signdlu a privedeni napétovych impulsi na vystup
piedzesilovace,

2. tvarovani signalu (Gaussovsky tvar) v hlavnim zesilovaci a prevedeni
na sled napét'ovych impulst,

3. pouziti pasmovych filtrGi pro zabranéni vstupu velmi nizké a velmi
vysoké frekvencni sloZzky signalu (zlepSeni poméru signdal-sum),

4. ptevedeni signalu do analogového pfevodniku (napf. zména vybijeci
doby kondenzatoru) a preména na Cislo (digitalizace)

5. zaznamenani do paméti mnohokandlového analyzatoru (kazdy kanal
ma prifazen interval amlitud — energii, obvykle 10 eV/kanal)

6. zobrazeni signdlu ve formé histogramu.




Sl140-4

gk,

0 i 4 3 4 5 [ ¥ B keV
olivine: (Mgg.g1Fegpo)25104
titanate: (Mgg 1sFepg2Mnpp3)Ti103

typické EDS spektrum
Obvykle jsou EDS vhodné pro kvalitativni analyzu.

Semikvantitativni analyza — porovnanim intenzit spektralnich Car (pii
stejn€ energii svazku za stejny cas)

Kvantitativni analyza — porovnanim se standardem (vysokeé Cistoty)
Nutnost korekce ZAF — na atomové (protonové Cislo Z), Absorpci a

Fluorescenci rtg. zateni ve vzorku.

Mapovani ve zvoleném prvku

Zivec — obraz v SE rtg. mapovani (K)



Obtize detekce rtg. zareni v EDS

» nastaveni geometrie — usporadani detektoru a vzorku (moznost z —
posuvu a naklonu)

» artefakty pri nabirani spektra — nadmérnd mrtvd doba detektoru,
prekryvani piku, .,unikové piky*

. unikové piky “— rtg. zateni vyrazi v detektoru (Si) elektrony z hladiny

K, jejichz energie redukuje méfenou energii (energie absorpcni hrany Si

= 1,84 keV; skutecnd energie piku Fe Ka = 6,40 keV; naméfena energie

Fe Ko =4,56 keV.

Prekryti pikii — spektralni rozliSeni EDS je definovano hodnotou FWMH
piku Mn Ko = 150 eV. Proto rozliSeni nékterych piki je slabé.
Pi: Mn K je blizko Fe K.

Nadmérna mrtva doba — tésna vzdalenost detektoru a vzorku a vyssi
energie svazku mohou vést k zahlceni detektoru, ptipadné k posuvu
pikd.

Computer Network - Traco
Automated stage Northern
and scan control EDXS

Four WDXS

Pracoviste WDS a EDS EMPA



Vinové disperzni spektrometrie
(Wavelength Dispersive Spectrometry — WDS)
Metoda urcena k pfesnému urceni chemického sloZzeni mikroobjemu

(um’)

Electron beam

Proportional
counter

Focusing circle

Analyzing

crystal Solid - state

X-ray detector

Sample

Princip detekce charakteristického rtg. zateni u WDS

Na zakladé Braggovy podminky plati pro difrakéni maxima

N 2 R
NENE A
< SN

2d.sinf@=n.A (Ize pti znamém d, urcit A a energii rtg. zafeni).

Krystalovy detektor se syntetickym krystalem (pfipadné systémem
krystali) s velkou d (pro analyzu lehkych prvkia — Be, B, C, O, N).
Energie dopadajictho svaku elektronii musi byt 2 az 2,5 vétsi nez je
excitacni energie (energie absorpcni hrany) pro dany prvek.

Rozliseni energii u WDS = 5 eV (oproti 150 eV u EDS)

Artefakty ve spektrech WDS — v ptipadé, ze maxima vysSSich tada
dopadaji blizko Cary, ktera nas zajima (lze fesit nastavenim spektrometru
a citlivosti detekce).




Priprava vzorka pro EMPA

NaprasSena vrstva pro eliminaci povrchového naboje u nevodivych
preparatll (biologicke preparaty, ...) zptisobuje problémy pii analyze
prekryvanim pik{l naprasen¢ho kovu (¢im t€zsi prvek, tim vice Car)

Preparaty musi byt Cisté, nekontaminované (hydrokarbonaty,
prach...)

Porovnani WDS a EDS mikroanalytickych metod

WDS EDS
1. Vysoké spektralni rozliseni (2-6 eV) o bl spektralglvr)ozhsem =S
2. Niz§i G€innost pii nabirani spektra 2. Vysoka ucinnost pti nabirani spektra
(pomale;jsi) (rychlejsi)
3. Vyssi citlivost na zménu geometrie 3. Niz8i citlivost na zménu geometrie
vzorku vzorku
4. Ridké artefakty ve spektru 4. Casté artefakty ve spektru
5. Nevyzaduje LN, 5. VyzZaduje LN,
6. Dochazi k pohybu mechanickych 6. Nedochazi k pohybu mechanickych
casti casti
7. Je nutna relativné vysoka energie — . , .
svazku 7. Nizka energie svazku neni problémem

8. Nakladné zarizeni 8. Méné nakladné zarizeni



Energie spektralnich ¢ar charakteristického rentgenového zareni

(vybranych prvkii)
T Energic Kol [68.8037
Prvek|Z | Cara (keV) Ko?2 |66.9895
Be 4 |[Ka [0.1085 Lol 9.7133
B |5 I i La2 [9.6280
IC 6 [Ka [0.277 LB1  11.4423
TiN | | i LB2 [11.5847
Sio2 | | B LB3 [11.6103
Kal,2(1.25360 LB4 [11.2047
Mg |12
KB  [1.3022 Lyl [13.3817
g3 [K01,2[1.48670 Ly2 [13.7095
KB |1.5574 Ly3 [13.8090
Si |14} - Au 19|Ly6 [13.7304
Kal [4.51084 Lyd [14.2996
Ka2 [4.504486 Ly8 [13.6260
Ti [22|KB1 [4.93181 LyS [12.9743
KB 4.93181 Ly9 [12.1474
Lo [0.4522 LB10 [12. 0617
Kal [5.41472 LB5 [11.9163
Ka2 [5.40551 LB7 [11.8106
Cr  R4IKp | Lp15 [11.5667
Kbl 5.94671 LB6 [11.1602
La [0.5728 Le [10.3083
L1  [8.4939




TABULKA ENERGII SPEKTRALNICH CAR VYBRANYCH

PRVKU
Prvek Z cary Energie ¢ary (keV)
Be 4 Ka 0.1085
B 5 - -
IC 16 Ka 0.277
TiN - - -
Si02 - - -
Mg 12 Kal,2 1.25360
Kb 1.3022
Al 13 Kal,2 1.48670
Kb 1.5574
Si 14 - -
Kal 4.51084
Ka2 4.504486
Ti 22 Kb1 4.93181
Kb 4.93181
La 0.4522
Kal 5.41472
Ka2 5.40551
ICr 24 Kb _
Kb1 5.94671
La 0.5728
Kal 6.40384
Ka2 6.39084
Fe 26 Kb1 7.05798
Kb -
La 0.7050
Kal 6.93032
Ka2 6.91530
ICo 27 Kb1 7.6943
La 0.7762
Lb -
Kal 7.47815
Ka2 7.46089
INi 28 Kb1,3 8.26466
Kb2,5 8.3286
La 0.8515
ICu 29 Kal 8.04778
Ka2 8.02783
Kbl 8.90529
Kb -
La 0.9297




Lb

Kal 3.63886
Ka2 8.61578
Zn 30 Kb u
Lal,2 1.0117
La -
Lb I
Kal 15.7751
Ka2 15.6909
Lal 2.3027
Lbl 2.1244
Lb2,15 2.2194
- o0 Lb3 2.2010
Lb4 2.1873
Lb6 2.3027
[Lgs 2.2551
Le 1.87654
LI 1.79201
Mz 0.1511
Kal 17.47934
Mo 42 Ka2 17.3743
Mz 0.1926
Kal 22.16292
Ka2 21.9903
Lal 2.98431
La2 2.97821
Lbl 3.15094
Lb2 i
Lb3 3.23446
Lb4 3.20346
Ag 47 Lb6 3.25603
Lb9 3.43917
Lb10 3.43287
Lol 3.51959
Lo2 3.7432
Le3 3.7498
Lo5 3.42832
LI 2.6337
Le 2.8061
Sn 50 Kal 25.2713
Ka2 25.0440
Kbl 24.9424
Kb3 28.4440
Lb2,15 3.904876
Lb6 3.7926
Lg2,3 4.1605
LI 3.04499




Mz 0.397
Kal 59.31824
Ka2 57.9817
Kb1 67.2443
Kb3 66.9514
Lal 8.3976
La2 8.3352
Lbl 9.67235

- - Lal 11. 2859
Lb2 9.9615
Lb3 0.8188
Lb4 9.5252
LI 7.3878
Le 8.7243
[Lg2 11.6080
[Lg3 11.6743
Le6 11.5387
Kal 68.8037
Ka2 66.9895
Lal 9.7133
La2 9.6280
Lbl 11.4423
Lb2 11.5847
Lb3 11.6103
Lb4 11.2047
Lgl 13.3817
Lg2 13.7095
[Lg3 13.8090

Au 79 [Lg6 13.7304
Lod 14.2996
|Lg8 13.6260
|Lgs 12.9743
Lb9 12.1474
Lb10 12. 0617
Lb5 11.9163
Lb7 11.8106
Lb15 11.5667
Lb6 11.1602
Le 10.3083
LI 8.4939




SPECIALNI METODY ELEKTRONOVE SPEKTROSKOPIE

Stary, V.: EXELFS a ELNES — nové metody analytické elektronové
mikroskopie. In: Metody analyzy povrchi (Elektronova spektroskopie),
ed. Eckertova, L. Academia Praha 1990.

EXELFS (Extended X — ray edge Electron Loss Fine Structure) —
Vzdélena jemna struktura elektronovych ztrat za rentgenovou absorp¢ni
hranou.

ELNES (Electron Loss Near Edge Structure) — Struktura elektronovych
ztrat v blizkosti absorp¢ni hrany.

podobnost s metodami:

EXAFS (Extended X — ray Absorption Fine Structure) — Vzdalena
jemna struktura rentgenoveé absorpce.

XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) — Rentgenova
absorpce v blizkosti absorp¢ni hrany.

Spole¢ny zaklad:

uvolnéni elektronu z vnitini hladiny atomu. Sleduje se zména intenzity
budiciho zéteni po priichodu vzorkem (ne uvolnény elektron).

u EXAFS + XANES — zména toku fotonti rtg. zateni

u EXELFS + ELNES — zména proudu elektronli s urcitou ztratou
energie.

K 1onizaci atomu dochazi dodame-li energii stejnou nebo vétsi nez je
jeho vazebni energie.
Pocet ionizaci (jednocasticova aproximace) nad absorpéni hranou

I(E)~ P(E)N(E)
E — kineticka energie uvolnovaného elektronu

P(E) — pravdépodobnost pfechodu
N(E) — hustota kone¢nych stavli uvolnéného elektronu

Pti metodach se sleduje:
» EXAFS + EXELFS jemna struktura abs. hrany pfi energiich 50 az
500 eV



» XANES + ELNES jemna struktura absorp¢ni hrany v oblasti 50 eV

nad prahem (do 8 eV P(E) = konst.— pocet ionizaci je umérny hustoté
stavii, mezi 8 az 50 eV dochazi ke slozitym viceCasticovym
interakcim, které vedou ke zméndm P(E) i N(E)

I(AE)‘
n(E,)

XANES EXAFS, EXELFS

<«> < —»

ELNES .
AE E,

Prib¢h absorp¢niho koeficientu w(Ey) (resp. Intenzity se ztratou energie
AE) za absorp¢ni hranou. E je ionizacni energie, E, en. fotoni

Existence zvInéni za absorpéni hranou
_ (metoda  EXAFS). Cerny kouzek je
-\ '\ ionizovany atom, soustiedné kruhy — Sifici se
")/ vlna uvolnéného elektronu

Pt.: pro dvojatomovou molekulu

VlInovy charakter elektronu — vznikajici vlna uvolnéného fotoelektronu
nebo sekundarniho elektronu interferuje s vlastnimi odrazy od okolnich
atoml.

Popis absorpce fotonii:

dN dl

— = A] — |expl—

o ( dEj p(— ud)
kde A je plocha vzorku, d//dE hustota dopadajiciho zafeni na jednotku
energie, d je tloustka vzorku, ((E,) = Noyws(Ey) je absorpéni koeficient,
kde N je koncentrace atomil ve vzorku, o,,(Ex) u€inny prifez absorpce.

5



pro dipolovou interakei plati:

E 7li) maticovy element ptechodu ze stavu i do kone¢ného stavu
; y p )
(normalizovany na jednotku energie, £, — jednotkovy vektor

ve sméru elektrického pole (polarizace fotonu), 7— polohovy vektor
elektronu vnitini hladiny atomu.

V metodach uzivajicich buzeni fotony (EXAFS + XANES) se méni
vlnova délka dopadajicich fotonil a méii se (Ey),

v metodach s buzenim elektronovym (EXELFS + ELNES) je energie
Ey konstantni a méti se proud elektronli, kter¢ ztratily pii nepruzné
srazce urcitou ¢ast energie AE.

Poznamka: Spektrum energetickych ztrat elektroni se méfi metodami
elektronove spektroskopie (EELS — Electron Energy Loss Spectroscopy)
v blizkosti absorp¢nich hran.

Pocet elektrond, které ztratily energii AE:

dN__ 41 n.a 9o AE)

d(aF) d(ar) K
A — plocha vzorku, I — hustota proudu dopadajicich elektront,
N — koncentrace atomi ve vzorku, d — tlouStka vrstvy,
do,(AE)
m — uCinny prifez na jednotku ztraty energie

Experimentalni metody:



1. Kméteni jemné struktury absorpCni hrany pro metody EXAFS +
XANES se uziva synchrotronové zateni (z divodu dostatecné
intenzity).

krystalovy
monochromator
vzorek N .
\% oroidni zrcatko
| AT T T N
&~ —— - v—————--—% h
\\
AN
ionizagni komurky hN
predzesiloviaCe
[ | ,
dvoukanalovy analyzatar
| r v L4 r
PC motor otacejici

krystal.monochromator
Spektrometr pro méfeni EXAFS + XANES v transmisnim modu

» Synchrotronové zafeni zurychlovace je fokusovano toroidnim
zrcatkem d krystalového monochromatoru.

» Intenzita dopadajiciho zafeni je méfena ioniza¢ni komurkou 1,

intenzita proslého zafeni ionizacni komurkou 2.

» Energie je ménéna otdCenim krystalu monochromatoru vuci
dopadajicimu svazku. Tloustka vzorku musi byt v celé ozaten¢ plose
konstantni v cel¢ ozafené plose.

2. Jemna struktura absorp¢ni hrany pro metody EXELFS+ELNES

se méfi elektronovymi spektrometry, nejCastéji  spektrometrem
s magnetickym hranolem nebo Wienovym filtrem.

Kromé specialnich aparatur pro studium energetickych ztrat elektronii
s ultravakuem, energii elektronti E, = 10° az 10° eV, velikosti stopy 10
az 100 um a spektrometrem s energetickym rozliSenim o0F < 1 eV je
mozn¢ vyuZzit 1 standardniho elektronového mikroskopu.



dopadajici svazek

vystupni §térbina

spektrometru
detektor u o
elektronu " magneticky hranol
analyzator
PC | napajeci zdroj magnetu

Obr. Schema elektronoveho spektrometru

V pripad¢ uziti elektronového mikroskopu:

vakuum 10~ Pa, energie elektrontl £, ~ 10° eV, velikost stopy 10 az 100

nm (mald stopa umoznuje dosdhnout vysoké rozliSeni), spektrometr

s energetickym rozliSenim 0E = 1 az 5 eV.

Priklady pouziti

» Metody EXAFS + XANES. Urc¢eni konfigurace atomua (geometrické
struktury) u amorfnich latek.

Aplikace: struktura amorfnich dielektrik, amorfnich skel, supravodici 1

slozitych  anorganickych komplexti. urCeni struktury slozitych

biochemickych komplexti (obsahujicich tézke kovy).

Shrnuti a zavér:

» EXAFS+EXELFS — studium vzdalené struktury

» XANES+ELNES - studium blizké struktury u absorp¢ni hrany
(nejsou tak rozpracovany—problém s uvolnénim elektront s nizkou
energii nad absorp¢ni hranou)

» EXAFS+XANES—- rtg. metody nevyZadujici vakuum Kkolem
vzorku

» EXELFS+ELNES - elektronové metody vyZadujici vysoké
vakuum



