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1 Moderni mikroskopické metody
V dnesni dobé existuje fada mikroskopickych technik a jejich aplikaci, jez maji

dulezité uplatnéni v mnoha védeckych oborech, a které v posledni dobé pfispély
k mnoha objevim (napf. sledovani zmén v zivych bunkach). Pro ur€eni tvaru
a povrchu pevnych ¢astic v prascich, granulatech, aerodisperzich a suspenzich,
pozorovani vzhledu lékovych mikroforem (pelet, mikroCastic, nanocastic), hodnoceni
struktury neobalenych i obalenych tablet a filmi nebo méfeni velikosti kapek
v emulzich a krémech je ve vétsiné pripadd nezbytna jejich vizualizace.
K zobrazovani se vétSinou vyuziva mikroskopu, at uz optickych ¢i elektronovych.
Hodnoceni systému mikroskopickymi metodami poskytuje velmi cenné informace
nejen o tvaru, ale i o velikosti, mikrostruktufre, povrchové topografii a textufe povrchu,
porovitosti a mnohdy také o fyzikalnim stavu a distribuci latek v kone€ném produktu.
Mikroskopické metody je mozné rozdélit podle raznych kritérii, napf.: podle zpusobu
zobrazeni pfedmétu — mikroskopie svételna, elektronova, sondova; podle prohlizeni
objektu — zobrazeni v8ech bodl najednou (napf. prosvétlovaci elektronova
mikroskopie) nebo postupné rastrovanim povrchu (napf. skenovaci elektronova
mikroskopie); podle osvétleni objektu — mikroskopie v prochazejicim svétle
(prozafovaci techniky) nebo v dopadajicim svétle; atd. Kazda mikroskopicka metoda
ma sveé vyhody a nevyhody, liSi se svym principem, rozliSovaci schopnosti, mirou

zvétSeni i naroky kladenymi na pfipravu vzorku.

1.1 Opticka (svételna) mikroskopie
Prestoze se vzestupem elektronové analyzy se dostala opticka mikroskopie

do pozadi, v praxi, zejména ve farmaceutické technologii je stale hojné vyuzivana
predevSim k urCeni morfologie Iékovych forem (velikost a tvar). Metody optické
mikroskopie jsou zaloZeny na interakci viditelného svétla s preparatem. Pomoci ni je
mozné pozorovat mikroskopické objekty a struktury do 1000 nasobného zvétSeni bez
specialnich uprav mikroskopu a pfi bézné upravé a rozlozeni vzork( na sklenéné
podloZce (Tab. 1).



Mikroskopicka technika Dosazitelné rozliseni

Prosté oko ~0,1 mm
Svételna mikroskopie ~0,2 um
Skenovaci elektronova mikroskopie >2-3nm
Transmisni elektronova mikroskopie > 0,1 nm
Mikroskopie rastrovaci sondou ~ 0,1 nm

Tab. 1: RozliSovaci schopnost mikroskopickych technik

1.2 Elektronova mikroskopie
Mikroskopické zobrazovaci techniky vyuzivajici proudu elektroni muzeme

rozdélit dle zpasobu vytvareni obrazu do dvou zakladnich skupin. VSeobecné znamé
jsou mikroskopické techniky, kdy je preparat pozorovan jako celek. Zareni proslé nebo
difraktované  preparatem je pak zpracovano zobrazovaci  soustavou
a vysledkem je obraz pozorovaného objektu. Pfikladem je transmisni (prozafovaci)
elektronova mikroskopie (TEM). Druhym typem zobrazovacich zafizeni jsou rastrovaci
(skenovaci, Fadkovaci) mikroskopy. Ty preparat zkoumaji bod po bodu
a cely obraz pak vznika sloZenim jednotlivych signalt. Typickym pfikladem je
skenovaci elektronova mikroskopie (SEM).

Mezi hlavni vyhody elektronové mikroskopie patfi velké zvétSeni (az 1 000 000 krat),
velké rozliSeni (fadové az desetiny nanometr() a velka hloubka ostrosti (nékolik mm).
Vyhodou je také to, Zze elektronovy mikroskop je schopen poskytnout nejen informace
o topografii vzorku, ale také o jeho materialovém sloZeni. Nevyhodami jsou zejména
velké naroky na prostor, vysoka pofizovaci cena a také nutnost umisténi vzorku

v komofre s nizkym tlakem.

Rovnéz jako pfi svételné mikroskopii vyuzivaji optické mikroskopy viditelného svétla,
tak elektronové mikroskopy vyuZzivaji pro zobrazeni pozorovanych objektl svazku

elektronu urychlenych ve vakuu.

Elektronové zareni, stejné jako svétlo a jiné formy zafeni ma dualni charakter — ma
vlastnosti ¢astic i vin. Podle Luise de Broglieho mize byt pohybujicimu se elektronu

pfifazena také vinova délka:



kde h je Planckova konstanta (6,626-10-34 Js), m je hmotnost elektronu (9,109-103!

kg) a v je rychlost elektronu.

Elektron je vyhodny diky svému zapornému naboiji, ktery jej umoznuje urychlovat

elektrickym napétim U, pfiCemz ten nasledné ziska kinetickou energii:
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kde e je naboj elektronu (1,602:10° C), U je urychlovaci napéti (V), m je hmotnost

elektronu a v je jeho rychlost.

Béhem interakce urychlenych elektront s hmotou vzorku dochazi k rozptylu elektron
a naslednému brzdéni v poli jader a elektronovych oball atomd vzorku. Tak vznikaji
signaly, jez pfinaSeji informace o elementarnim sloZeni zkoumaného objektu
(topografie  povrchu  vzorku, chemické slozeni, rozloZzeni elektrickych

a magnetickych poli, atd.).

JednoduS$e Ize interakce mezi primarnimi elektrony a atomy vzorku rozfadit do dvou
skupin, a to na pruzné (elastické kolize), které maji za pfi¢inu vznik zpétné odrazenych
elektron a nepruzné (neelastické), pfi nichz dochazi k pfedavani energie primarnich
elektronu atomim vzorku a naslednému uvolnéni sekundarnich
a Augerovych elektronu, RTG zafeni a katodoluminiscenci (Obr. 1). U TEM pronikaji
elektrony skrz pozorovany preparat, kde mohou byt interakcemi s nim odchylovany od
puvodniho sméru, nez se pohyboval hlavni svazek. VétSina takto odchylenych
elektronll je pomoci clony ze svazku vylou¢ena. Obraz je nasledné tvofen dopadem

pfevazné neodchylenych elektrond na zobrazovaci systém.



primérni elektronovy

svazek
zpétné odraZené elektrony
charakteristické
RTG ziFeni \—\\ sekundirni elektrony
katodolumlniscence\\\‘ /Augtrow,\ elektrony
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nepruZné rozptylené
pruZné rozptylené proilé elektrony
proilé elektrony

Obr. 1: Signaly vyvolané interakci urychleného elektronového svazku s materialem vzorku

Druhy signall zachytitelné pfi elektronové mikroskopii

Primarni elektrony (103 — 10° eV) — detekuji se u TEM. Cast primarnich elektront je
pohlcena vzorkem (absorbované elektrony). Obraz je vytvofen na zakladé rozdilné

~propustnosti“ elektronu.

Sekundarni elektrony (SE) — jsou elektrony uvolnéné po dopadu primarniho svazku
majici mensi energii a detekujici se u SEM. Jsou uvolnény z tenké povrchové vrstvy a
jsou nosiCi informaci o povrchové topografii. Obraz je nasledné vytvoren
na zakladé rizné emise sekundarnich (resp. i odrazenych) elektront v zavislosti

na chemickém slozZeni vzorku.

Zpétné odraZzené elektrony (BSE) — jejich energie je srovnatelna s energii primarniho
elektronového svazku, detekuji se rovnéz u SEM. Vystupuji z vétSi hloubky a nesou

informaci o lokalnich zménach materialu (morfologické a chemické sloZzeni materialu).

Augerovy elektrony (AE) — pomoci nich Ize provadét prvkovou analyzu. Jestlize je
elektron z vnitfnich vrstev elektronového obalu atomu vyraZzen (napf. primarnim
elektronovym svazkem) a v této vrstvé zuUstane nezapinéna slupka, pak dojde
k pfesunu elektronu z vnéjsi vrstvy elektronového obalu do této nezaplnéné vnitini
slupky. Uvolnéna energie pak muze byt vyzafena formou fotonu (RTG zafeni)
nebo v nékterych pfipadech je pfedana jako kineticka energie jinému elektronu
ve vnitfni slupce, ktery tim ziska dostateCnou energii pro opusténi atomu. Vyrazené

elektrony jsou oznaCovany jako Augerovy elektrony. Zda bude vznikla energie
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vyzarena formou RTG zafeni nebo Augerovymi elektrony, zavisi na atomovém cCisle
prvku, v némz se tento déj odehrava. Plati, Ze Augerovy elektrony se spiSe projevuji u

leh&ich prvka.

Rentgenové zareni — je vybuzeno dopadem primarniho svazku elektront a je
nositelem informace o chemickém slozeni preparatu (emisni RTG spektrum).
Ve spolupraci s elektronovymi mikroskopy je pouzivana technika RTG analyzy
s rozptylem (EDAX). EDAX méfi intenzitu rentgenového zareni a jeho energii. Energie
RTG zafeni je pak charakteristicka pro jednotlivé chemické prvky, naslednym
porovnanim s dostupnymi charakteristikami je mozné provést identifikaci jednotlivych

prvkd, jez jsou pfitomné ve vzorku.

Katodoluminiscence — energie vyzafena formou infraCerveného, ultrafialového
Ci viditelného zareni. Vyuziva se pfedevsim ve specializovanych aplikacich, jako je

krystalograficka analyza geologickych preparata.

2 Skenovaci elektronovy mikroskop
SEM (scanning electron microscope) neboli skenovaci (rastrovaci, fadkovy)

elektronovy mikroskop je uren pfedevS§im k pozorovani povrchu vzorku (Obr. 2).
Vyuziva k zobrazovani pohyblivy svazek elektrond. Jedna se o nepfimou zobrazovaci
metodu, a to zddvodu tvorby obrazu pomoci sekundarniho signalu.
Tato metoda poskytuje velkou hloubku ostrosti — trojrozmérny aspekt. Elektrony
interagujici ve vzorku s atomy produkuji rizné signaly, jez mohou byt zachyceny.
Z nich nasledné ziskavame informace o topografii povrchu a sloZeni vzorku. Metodou
skenovaci elektronové mikroskopie Ize dosahnout v idealnim pfipadé rozlieni lepSiho
nez 1 nanometr. Vzorky je mozné pozorovat ve vysokém vakuu, pfi nizkém vakuu, za

mokra i v Sirokém rozsahu kryogennich a zvySenych teplot.

Nejvyuzivanéj§im moédem v SEM je detekce sekundarnich elektrond emitovanych
atomy, které byly vybuzeny elektronovym paprskem. PocCet sekundarnich elektron
zavisi na uhlu, pod kterym paprsek dopada na povrch. Skenovanim vzorku a sbérem
sekundarnich elektronl pomoci specialniho detektoru se vytvofi snimek topografie

povrchu.



Obr. 2: Skenovaci elektronovy mikroskop Tescan MIRA 3
Vystupy SEM:

- Studium povrchu
- Rozméry objektu a jejich Ciasti

- Prvkova spektra



Konstrukce pfristroje (Obr. 3)
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Obr. 3: Schématické znazornéni skenovaciho (vpravo) a transmisniho (vlevo) elektronového

mikroskopu

Po prvnim pohledu na skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) jsou patrné vyrazné
rozdily v konstrukci pfistroje ve srovnani s transmisnim typem (TEM). Vyznamna je
prfedevsim délka tubusu, ktera je u SEMu polovi¢ni oproti TEMu. Tento rozdil je dan
tim, ze u skenovaciho elektronového mikroskopu se detekuji signaly, jeZz primarni
svazek elektronu uvolnil nad povrchem preparatu, neni tak potfeba soustava ¢ocek,
které u transmisniho elektronového mikroskopu vytvafi zobrazovaci systém
ve spodni €asti tubusu. Namisto toho ma SEM k dispozici detektory sekundarnich
a odrazenych elektronu a elektroniku na zesileni a zpracovani signalu a také na tvorbu

obrazu.

Zisk obrazu v SEMu je zalozen na interakci primarniho svazku elektront s povrchem
preparatu. Soucasti dolni ¢asti tubusu je komora s preparaty, ktera je ve srovnani
s TEMem zancéné rozmérna. V komofe se nachazi goniometricky stolek, na ktery se

upeviuji vzorky a s nimz je mozné otacet &i jej naklanét.

2.1 Priprava vzorka
Preparaty je nutné vzdy pro elektronovy mikroskop specificky pfipravovat, a to

z nékolika divodu:



e Vzorek nesmi obsahovat vodu (pokud se nepouziva environmentalni mod)

e Vzorek musi byt stabilni pod svazkem elektronu

e Biologicky material musi byt zafixovan, aby u néj nedochazelo k posmrtnym
zmeénam

e \Vzorek by mél byt elektricky vodivy, aby nedochazelo k jeho nabijeni

elektrony

Z davodu tepelné a elektrické nevodivosti u vétSiny pozorovanych vzorku, dochazi pfi
jejich prohlizeni pomoci SEM, k nabijeni rastrovaného povrchu. Dusledkem je odklon
primarnich elektrond, které zahlti prostor sekundarnich elektronl. Na obrazovce je pak
mozné pozorovat v zavislosti na intenzité nabijeni bilé fadky az celkovou pulzaci
obrazu.

ProtoZze objekty ve vysokovakuovém SEM musime stejné jako v pfipadé TEM
pozorovat vysusené, kdy nejsou elektricky vodivé, musi se pfed vlastnim pozorovanim
potahnout tenkou vrstvou kovu (zlato, stfibro, platina, uhlik nebo slitina platiny a
paladia) s dobrou elektrickou a tepelnou vodivosti. Tloustka vrstvy se pohybuje v
fadech desitek nm. K pokoveni slouzi tzv. naprasovaci zafizeni. Vrstva kovu zajisti
odvod zaporného naboje a tepla, ve které se pfeméni vétSina energie urychlenych
primarnich elektronl. Teplo, které lokalné ve vzorku uvolfuji primarni elektrony, je
velké a projevuje se napf. kontaminaci skenované oblasti, pohybem preparatu pod

svazkem nebo pfimo jeho poSkozenim, napf. popraskanim.

2.2 Zdroj elektronu
Zdroj elektronu elektronového mikroskopu je nazyvan elektronova tryska (popf.

elektronové délo). RozliSujeme:

e Termoemisni zdroj (wolframové viakno, krystal LaBe) — diky prachodu

elektrického proudu dojde k zahfati viakna a naslednému uniku elektrond.

- Wolframové vlakno (Obr. 4) se vyznacuje nizkou vstupni energii,

vysokym bodem tani, nizkou hodnotou vakua nutného pro provoz,

zhavenim na 2800 °C a zivotnosti cca 1 mésic.
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- Oproti tomu krystal LaBs (Obr. 5) emituje 10x vice elektronu, nez

wolframové vlakno, nazhavi se na 2100 °C a jeho Zivotnost je rok.

Obr. 4: Wolframové vlakno Obr. 5: Krystal LaB6

e Autoemisni zdroj (FEG) — elektrony jsou emitovany studenym wolframovym
vlaknem, které je vyleptané do hrotu

- Autoemise (studena emise) je vyvolana silnym elektrickym polem.
Studené wolframové vlakno je vyleptano do tvaru hrotu (Obr. 6).
Proti hrotu se nachazi elektroda s kladnym napétim, tudiz je
kolem hrotu elektrické pole. To vede k naslednému vytrhavani
elektrond z povrchu hrotu. Nevyhodou vSak je nutna vysoka
hodnota vakua. Zivotnost je az nékolik let.

200 pim

—

Obr. 6: Autoemisni zdroj
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- Schottkyho zdroj — vhodna velikost, jas, Zivotnost a vétsi stabilita

nez chladny emisni zdroj. Ma nizSi hodnotu vakua nez chladna
emise. Na rozdil od hrotovych zdroji ma vysSi odolnost a kratsi
tzv. zotavovaci dobu. Vyuziva Schottkyho jevu, ktery je mozné
popsat jako zvySeni pratoku elektrond z povrchu zahfatého
materialu vlivem elektrického pole. Schottkyho zdroj se sklada
z monokrystalického wolframového dratu, jez je na jednom konci
vyleptany do hrotu, zakonCeného ploSkami krystalovych rovin
(Obr. 7). Na druhém konci monokrystalického dratu se nachazi
svar polykrystalického wolframového dratu o pfiblizné stejném

praméru. Zivotnost ja cca rok.

Obr. 7 — Schottkyho zdroj

Elektronova tryska/délo je tvofena katodou, jez je obklopena tzv. Wehneltovym
valcem, ktery ma naproti Spi¢ky vlakna katody otvor. Za valcem se nachazi anoda,
ktera ma uprostfed otvor a je uzemnéna. Wehneltlv valec tvofi v okoli viakna katody
elektrické pole, jez zpusobuje, Ze svazek elektroni emitovanych z katody zuzuje tak,
Ze tésné pred otvorem anody vytvofi kfiZisté, tedy nejuzsi misto svazku. Takové misto

lze pak povazovat za bodovy zdroj urychlenych elektront (Obr. 8). Elektrostaticka

vrvew

vrvew

povazovat zdroj elektronll za bodovy a koherentni.
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Wolframové vlikno

P

Wehneltiv e e e mmmm—— = =
vilec -T - -t T
Anoda  e— — — -
\J

B

Nulové predpéti
na Wehneltu Optimalni predpéti Vysoké predpéti
Maximdlni proud Optiméilni proud Nulovy proud

Obr. 8: Schématicky nakres elektronové trysky

Nasledné pak draha, rychlost a Sifka svazku elektrond musi byt upravena systémem
clonek a CocCek, které spolecné s elektronovou tryskou tvofi ozafovaci soustavu

elektronového mikroskopu.

2.3 Elektromagnetické ¢ocky
Jsou dalSi soucasti elektronového mikroskopu. Jsou to prstence vyrobené

z velmi Cistého a mékkeho zeleza, jez jsou zasazené v civkach. Pracuji vyhradné
ve vakuu. Jejich hlavnim ukolem je co nejvétsi zmenseni priméru svazku elektrond,
které dopadaji na povrch preparatu. Soustava Cocek je ve vétsiné pfipadu tvofena

jednou nebo dvéma kondenzorovymi ¢oCkami a objektivovou ¢ocCkou.
Vady elektromagnetickych ¢ocek (Obr. 9):

e Sféricka vada — je to neschopnost zaostfeni paprski z bodového zdroje

do daného bodu. Dusledkem je jiné zvétSeni v krajich, nez uprostfed obrazu.
Velikost sférické vady zavisi na ohniskové vzdalenosti Cocky, Cim je

vzdalenost vyssi, tim vétsi je i vada. Korekce pomoci clony.
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A ; C

Obr. 9: Deformace obrazu vlivem sférické vady: A — nezkresleny obraz, B — poduskovité

zkresleni, C — soudkovité zkresleni

e Chromaticka vada — je zpusobena rozdilnou energii elektront ve svazku.

Tuto vadu je mozné snizit zlepSenim koherentnosti a monochromatic¢nosti
elektronoveého svazku, ¢ehoz Ize docilit maximalni stabilizaci urychlovaciho

napéti mikroskopu. Zcela odstranit tuto vadu nelze.

e Osovy astigmatismus — zpusoben nesymetrii magnetického pole, elektrony

pak prochazeji €ockou v ruznych rovinach, maji rizné ohnisko. Zdrojem jsou

necistoty na vnitfnich plochach mikroskopu.

2.4 Umisténi preparatu
V dolni ¢asti tubusu mikroskopu se nachazi komora, jez je ve srovnani s TEM

mnohem vétsi. V komofe se nachazi goniometricky stolek, jehoz soucasti je drzak, na
ktery se upeviuji vzorky. V blizkosti vzorku jsou umistény detektory jednotlivych

signall — sekundarnich a odrazenych elektrond, apod.

2.5 Detektory sekundarnich a zpétné odrazenych elektront
Detekce sekundarnich elektront (SE) zprostfedkovava komunikaci mezi déjem,

ktery se odehrava pfi interakci primarnich elektrond s povrchem preparatu, béhem
néhoz dochazi k uvolnéni sekundarnich elektronu, a obrazovkou mikroskopu, na niz
jsou prenaseny informace ziskané zachycenim sekundarnich elektronu

o topografickém kontrastu zkoumaného vzorku.

Detektor sekundarnich elektront by mél splfiovat nasledujici pozadavky:
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e Vysoka citlivost — signal zachycovany detektorem je 1 pA — 1 nA.

o Siroky dynamicky rozsah — signal se mize ménit z bodu na bod 1:1000
a veétsim.

o Uginnost — detekce slabého signalu, navic v neidealni pozici. Jeho uginnost
pak limituje kone€nou kvalitu obrazu.

e Mala velikost — u vétSich zvétSeni je nezbytné pracovat s malou pracovni
vzdalenosti, tedy tak, aby byl preparat co nejblize elektromagnetickym
¢o¢kam, pomoci nichZz dochazi k formovani paprsku. Diky malé velikosti
detektoru je snazsi jeho optimalni umisténi.

e Odolnost — detektor ma své misto v komore preparatl, ktera Casto byva
zavzdusnéna, zejmeéna pfi vyméné vzorku. Detektor proto musi byt odolny
vUcCi zménam tlaku, svétla ¢i vzdusné vihkosti.

e Nizka cena a dlouha Zivotnost

Detektor SR je jednim z nejCastéji vyuzivanych detektord. Jeho soucasti je scintilator,
ktery po dopadu uvolni zablesk svétla, jehoz intenzita je pfimo umérna energii
elektron(, jez ho vyvolaly. Na pfedni strané scintilatoru se nachazi tenky kovovy film,
na néjz je pfiveden potencial o hodnoté 10 kV, ktery urychli dopadajici elektrony, aby
mély dostate€nou energii na vyvolani svételného pulsu. Svétlo dale prostupuje pres
svétlovod a komoru opousti kiemennym okénkem. Mimo komoru se nachazi
fotonasobi€, jeZz zachyti svételny signal, ktery pfevede na elektricky, pficemz dojde
k nékolikanasobnému zesileni signalu. Nevyhodou detektoru je omezena Zivotnost
scintilatoru. Detektor byva umistén do systému Faradayovy klece s prfedpétim 200
V proto, aby nedochazelo k ovliviiovani napéti na scintilatoru dopadem primarnich
elektronl. Diky tomu tedy dochazi k procesu, kdy na scintilator dopadne 60 %
uvolnénych sekundarnich elektronl, ale nedojde k ovlivnéni primarniho svazku
elektront (Obr. 10).
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Obr. 10: Schéma detektoru sekundarnich elektronl (Everhart — Thornleyova)

Detektor zpétné odrazenych elektront (BSE)

Ma jiné uspofadani, nez detektor sekundarnich elektrond. Scintilator detektoru je
umistén na okraj polovych nastavcu posledni elektromagnetické Cocky,
v nejvyhodnéjsi geometrické poloze pro zachyceni odrazenych elektrond (Obr. 11).

Jeho ucinnost zachytu je vice nez 50 %.

primérni
elektrony

polové nastavece

prstencovity svétlovod
scintilator —Pp »
kovova / k fotonasobici

vlozka
v

vzorek

Obr. 11: Schéma detektoru zpétné odrazenych elektron(

Polovodic¢ovy detektor (STEM)

Polovodi¢ovy detektor pracuje na principu vzniku paru elektron — dira v polovodici diky
elektrondm s vysokou energii. Dojde-li ke kontaktu mezi proSlym elektronem a
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polovodi¢em, dojde zaroven v polovodi€i k pfemisténi elektront z valenéniho pasu do
vodivostniho pasu. Jeho hlavni vyhodou je tvar (tenky), diky némuz je umistén velmi
blizko vzorku a muze zajiStovat velky prostorovy uhel sbéru. Jako detektor proslych
elektronli se umistuje pod vzorek. Vzhledem k tomu, Ze princip detektoru zavisi na
dodani vnéjSi energie, mlize fungovat pouze jako detektor zpétné odrazenych nebo
proSlych elektrond. Tento detektor je ovliviiovan i jinymi typy zafeni, jako jsou RTG

zareni Gi viditelné svétlo z katodoluminiscence.

EDS (energiové disperzni analyzator) je zaloZzeny na principu detekce rentgenového

zareni. Vystupy jsou spektra Cetnosti rentgenového signalu v jednotlivych
energetickych oknech. Vyuziva se pro analyzu chemického vzorku. Tato metoda je

schopna zjistit, které prvky a v jakém mnoZstvi se nachazeji ve vzorku.

2.6 Zaznam a zpracovani (postprocessing) obrazku
BéZnym vystupem ze SEM je fotografie (obrazek). Vyhodou rastrovaciho

elektronového mikroskopu je schopnost zobrazovat pomérné velkou plochu vzorku

a schopnost zobrazovat sypké materialy (nejen tenké filmy ¢i folie).

Co se tyCe obrazku, je funkce postprocessing velice dllezita. Obsahuje fadu moznosti

jako je napfiklad zména jas/kontrast, doostfeni, kalibrace sady snimku (napf. pro

obrazky z optického mikroskopu) apod. Vysledny obrazek se da poté rizné dobarvovat
(Obr. 12).

74 TESCAN

-9 .

Obr. 12: Sklenéné Castice bohaté na méd, zobraznl' pomoci detektoru BSE, nasledné

dobarveni (vpravo)
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3 Mikroskopické pozorovani povrchu oralnich film
Nejprve je potieba se prihlasit pres svij uzivatelsky ucet do programu MIRA

TC. Kazdy uZzivatel ma svuj vlastni.

Poté se pfipravi vzorek, tim Ze se vodivé zafixuje (stfibrné lepidlo, uhlikova paska) na
drzak vzorku — stub a nasledné se umisti do komory. Pfed otevienim se komora musi

vypumpovat tlacitkem VENT, poté se mizZe komora otevrit.

Pokud je vzorek nevodivy a nabiji se (viditelné napf. jako Cary pfes obraz), pak je
dalezité jej pokovit pomoci naprasovacky — Quorum technologies, typ Q150R ES
(Laughton, UK).

e otevfit ventily na dusik i bombu na argon — vstupni tlak 0,3 bar
e vloZit vzorek vodivé zafixovany na stubu do komory naprasovacky

e spustit program QT-Timed Gold — Run profile

Otevrit komoru — vybrat na pocitaci Cislo na manipulatoru, kam se bude vzorek
vkladat — odSroubovat — zasunout vzorek na stubu pomoci pinzety — upevnit vzorek
pomoci Sroubku — zavirat rukou a sledovat kameru, aby nedoslo k narazu — PUMP
pro vypumpovani komory (vytvoreni vakua — sledovat barevny indikator, ktery se musi

dostat do zelené oblasti).

Pro méreni je dulezité mit zapnuty svazek elektronu, k ¢emuz slouzi tlaitko BEAM
ON (nutné jej vypnout pfi odchodu/pauze/vkladani vzorkl). Obsluha vzorkd pak
probiha pfes manipulator (carousel). V pfipadé, Ze blika tlaCitko u manipulatoru, je
potfeba jej kalibrovat. Poté je dllezité vybrat si vzorek, ktery bude pozorovan (pozn.

pravym tlaCitkem mysi na Cislo vzorku je mozné si jej pojmenovat).

Béhem pfiblizovani manipulatoru k objektivu, pomoci funkce WD&Z, je nutné sledovat
obrazek vpravo, ktery pfiblizuje situaci v komofe (ziva kamera), aby nedoslo

k poSkozeni objektivu narazem manipulatoru.

Pfed samotnym méfenim dojde k vybéru detektoru. NejCastéji se pouziva detektor SE,

ktery detekuje sekundarni elektrony a je vyborny pro zjistovani topografie (povrchu).

V prostoru plochy se objevi rastrovaci (skenovaci) okénko, coz je obraz, ktery je

nutné vidét béhem celého mérfeni (pozn. okének mize byt otevieno hned nékolik).
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Prvnim krokem méfeni je dllezité najit méfeny objekt pomoci trackballu (v rezimu
FIELD) a jemného posuvu vzorku (Ctrl + Sipky). WD&Z nastavit u vzorku filmu na

5 mm. Urychlovaci napéti 5 kV (citlivy vzorek).

Nasledné je nutné vybrat rastrovaci rezim, nejcastéji se vyuziva RESOLUTION. Pokud
je obraz moc tmavy, je mozné pouzit tlaCitko Jas/kontrast, kterym se kontrast

manualné upravi nebo jednodussi volbou je tlaCitko Autokontrast.

Poté je potfeba vybrat rastrovaci rychlost. Pro zaCatek se pouziva vyssi (2-3), az pro

vyslednou tvorbu obrazu pomalejsi (7-8) — vlastni snimkovani.

Pomoci tlagitka MAG (zvétSeni) dochazi k Upravé pracovni vzdalenosti. Ridi se
pomoci trackball pro pfiblizovani €i pfipadné oddalovani. Pro pfesunuti dané Casti
obrazu do stfedu, je nutno kliknout na vybranou ¢ast koleCkem mysi. Ve chvili, kdy se
vzorek zda byt dostatecné pfiblizeny se prejde k ostfeni, coz probiha pomoci funkce
WD.

V pfipadé, Ze dochazi k astigmatismu, coz je mozné definovat jako rozmazané okraje
v jedné ose, je nutno pouzit stigmatory. K zaostfeni dochazi opét pomoci trackballu.
Jestlize je obraz prodlouzen v néjakém sméru, doporuCuje se pouZziti manualniho
centrovani tubusu. Trackballem se pak pohybuje ve sméru vychyleni (tladitko na
klavesnici F11 blokuje osu x, F12 blokuje osu y), dokud obraz nepfestane kmitat

a pouze pulsuje.

Pouzitim klavesy D dojde k upravé obrazu po zméné parametri, médu, centrovani,
zméné urychlovaciho napéti, apod. SlouZi hlavné pro vylepSeni obrazu, tedy nove

ustaveni magnetického pole.

Po splnéni v8ech pozadavku (vlozeni vzorku, zapnuti svazku elektronu, zvoleni
spravného moédu apod.) je také doporuCena zména velikosti stopy (vpravo v nabidce,
pro lepsi rozliSeni nutna co nejmensi — 0) &i upravy napéti v fadu 1 — 30 kV (optimum
pro zaCatek kolem 10 kV, pfi Spatné viditelnosti zvysit; 30 kV vysoké rozliSeni — vhodné

pro vodiveé povrchy; 5 kV vySsi plasticita — topografie).

Zpracovani obrazku (postprocessing) je dllezita funkce, ktera obsahuje fadu moznosti

jako je napfiklad zména jas/kontrast, doostfeni, kalibrace sady snimkl (napf. pro
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obrazky z optického mikroskopu) apod. Je zde mozné automatické vypnuti
nastavenim ¢asovace na vypnuti svazku nebo rezim stand by.

Funkci image snapper je mozné poskladat vice obrazkl (panoramat), coz Ize provést
online nebo jako offline seSivani.

Pomoci funkce X-positioner v nastrojich je mozné uskutecnit kalibraci vice fotek na
stejné misto (prehledova vs realna). Ulozit pfedchozi obrazek — autokalibrovano —
ulozit dalSi obrazek — prehledovy obrazek pfi malém zvétSeni — kalibrace — korelace
obrazkl (mozny i import). Lze kalibrovat i obrazky jinych mikroskopd, je vSak nutné je

nakopirovat do stejné slozky.

g

A
SEM HV: 10.0 kV MIRA3 TESCAN

View field: 105 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 2.71 kx | Date(m/d/y): 09/13/17

Obr. 13: Pokoveny (Au) povrch oralniho filmu
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Méreni ODF je mozné pomoci Pfedvolby, nebo vyuzitim podobnych parametra:

ODF 2kx_2

Rastrovaci rychlost: 2 (320 ns)
Radkova akumulace: 50 snimkd
Zomé pole: 106.50 um

Bl: 16.07

Scan mode: RESOLUTION

HV: 5.00 kV

WD: 10.000 mm

Stigmatory: 9.4% /6.1 %
Rotace: 00 °

Posun obrazu: 0.0 um/-0.0 ym
Detektor: SE (29.9 % /85.3 %)
In-Beam rezim: ON

Posun trysky: 0.0% /0.0 %
Naklon svazku. -0.7 % /0.5 %
IMLcen..-48%/-15.9%
OBJcen..00%/0.0%
Degauss

Pomér stran; 1.000/1.000
Jemna kalibrace zvétseni: 0.000
Korekce rotace: 0.00

- Vzdy je nutné jemné doladéni ostrosti s vypnutou akumulaci v Parametry
obrazu — mirné poladit v malém okénku WD (+0,10 mm) — zméni lehce WD i
zvétseni

Po doostieni zapnout zpatky akumulaci a fotit (Shift A)
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