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1. Uvod

Svételné mikroskopy vyuzivaji ke zobrazent elektromagnetické vinéni ve viditelné oblasti, pripadné jt
blizké. RozliSovact mez je omezena difrakénim limitem, kter( tvori priblizné polovina vlnové délky pou-
zitého svétla. Elektronové mikroskopy, jak uz nézev napovida, vyuzivaji ke zobrazent elektront. Elektron
popsal J. J. THomPsoN v roce 1897, ale cesta do mikrosvéta i nanosvéta se oteviela az klicovgm objevem,
se kterym priSel Luis pe BRrRoGLIE. Ten v roce 1925 navrhl, Ze rychle letict ¢astice maji nejen korpusku-
larni, ale i vinovy charakter jako svétlo, dosud vyuzivané pro zobrazeni ve svételném mikroskopu. Objev
to byl tak vgznamny, ze Lui de Broglie za néj ziskal v roce 1929 Nobelovu cenu za fyziku. Vlnova povaha
elektrontd byla vzapétl potvrzena elektronovou difrakci. Analogii k fokusaci svétla sklenéngmi cockami,
které by jinak byly pro rychle letici elektrony neprekonatelnou bhariérou, se staly dlouhé elektromagne-
tické civky (solenoidy), které ovliviiuji drahu letictho elektronu magnetickgm polem, které vytvaii proud
tekouct v jejich vinutich.

Prvni konstrukct transmisniho elektronového mikroskopu (obr. Ta) predstavil tgym na Vysoké skole
technické v Berling, veden Maxem KNoLLEM a ERNSTEM Ruskou v roce 1932 a prezentovall i prvni
elektronmikroskopicky snimek bakterie (obr. 1b). Ernst Ruska (obr. 1c) se dockal ,poloviny” Nobelovy
ceny az v roce 1986 za zasadni objev v oblasti elektronové optiky a konstrukci elektronového mikroskopu.
Druhou palku ziskali GERD BINNIG @ HEINRICH ROHRER za objev skenovactho tunelového mikroskopu z roku
1981.
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" Obrazek 1: a) Prvni transmisni elektronovy mikroskop, b) prvni snimek bakterie pofizenj v TEM a c) Ernst Ruska.

Prvni komerénl skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop predstavila firma Cambridge Scientific
Instruments v roce 1965 na zédkladé prace vyzkumného tgmu, vedeného C. W. OATLEYEM. Teoreticky i
prakticky byl vSak princip predstaven jiz v roce 1938 némeck(m fyzikem MAXEM VON ARDENNEM.

V{robou a vjvojem elektronov(ch mikroskopt nejriiznéjsi konstrukce se v soucasnosti zabgvaji firmy
JEOL, FEI, LEO, Hitachi, Tescan. Ceskoslovensko dokézalo drzet krok se svétem v oblasti vyjvoje a vyroby
elektronovijch mikroskopti. V Ustavu pfistrojové techniky v Brné se konstrukci elektronovijch mikroskopti
zabyvala od Sedesat(ch let skupina vedena V. DRAHOSEM a A. DELONGEM. Brno si tuto tradict drzi déle,
i kdyz pod hlavickou nové vzniklgch firem (Delong Instruments, Tescan).

Prvnimi preparaty, které byly v transmisnim elektronovém mikroskopu pozorovény, byly biologické
materidly. Jednalo se o krevnt buiiky, rostlinné tkané, ale také chitinové schranky hmyzu nebo rozsivky.
Pozorovant téchto preparatl bylo limitovéno prostupnosti urychlenych elektron(. Proto preparaty musi
byt dostatecné tenké a zbavené veskeré volné vody. U prvnich preparati byl pozorovan predevsim
obrys, nikolt vnitini struktura. Vedle fixace a odvodnént bylo tfeba najit rovnéz zplsob, jak vytvorit
kvalitnt ultratenky fez. K tomu bylo tfeba rozpracovat zkuSenosti z mikrotomie preparatd ve svételné
mikroskopii, které vedly k dneSnim ultramikrotomdm a diamantovgm noz{im.

Pozdéjsi uvedent skenovactho elektronového mikroskopu prineslo trojrozmérny pohled do mikrosvéta.
Prestoze preparaty pro SEM nevyzaduji ultratenké rezy, priprava biologickych preparatl je rovnéz ca-
sové naroc¢na.



2. Elektron jako vlna ve vakuu

Pohybuijict se elektron o energii £ a hybnosti p = mv ma podle de Broglieho teorie vlinovou povahu.
Chova se tedy jako vlna o frekvenci f = % a vlnové délce A = ni—’v kde h je Planckova konstanta.

Rychlost elektronti v EM se blizi rychlosti svétla a je tfeba pri jejim vypoctu zahrnout relativistické
vztahy. Pro kinetickou energii elektronu urychleného ve vakuu elektrickgm polem, dangm urychlovacim
napétim U, plati E, = mc?> — mgc? = eU, kde myq je klidovd hmotnost a ¢ je rychlost svétla ve vakuu.

Relativistickd hmotnost je m = i—l{ + mg a rychlost

el (2+eU)

moc? moc?

eU
moc?+1

Pro vlnovou délku elektronu, po dosazeni do de Broglieho vztahu, dostaneme

h h

A= ~ ‘
\/ZmOeU (1 + eU ) V2mgeU

moc?

V praxi pro vipocet A pfit zndmé hodnoté urychlovactho napéti U [V], po dosazeni zndmych konstant,
pouzijeme vztah A = % [nm].

Dosadime-Lli do vztahu béznou hodnotu urychlovactho napétt pro skenovaci elektronovou mikroskopii
U = 10kV, dostaneme vlnovou délku A = 0,01226 nm. Pro hodnotu U = 100kV, béznou pro transmisni
elektronové mikroskopy, potom A = 0,0037 nm. Srovndme-li tyto hodnoty (A ~ 0,01 nm) s vlnovou dél-
kou viditelného svétla (cca 500 nm), lze ocekdvat, Ze elektronovy svazek prinese mnohem podrobné;jsi
informace o strukture vzorku.

U svételné mikroskopie nelze dosahnout lepsi hodnoty rozliseni, nez je polovina vlnové délky pouzi-
tého svétla z dlivodu jeho difrakce na kruhovych otvorech (apertufe objektivu). ERNEST ABBE vySel z Airyho
diskti, které pozorujeme pri zobrazent bodového zdroje svétla. V pripadé dvou bodovych zdrojl svétla,
které navzajem priblizujeme, jsme schopnti je rozeznat jako oddélené praveé tehdy, kdyz ohybové maximum
jednoho obrazu bodu se kryje s prvnim ohybovgm minimem druhého obrazu, coz odpovida priblizné 20%
poklesu intenzity svétla mezi maximy (obr. 2). Vzdalenost mezi stfedy maxim obrazl svételngch bodu
v tomto pripadé odpovida rozliSovact mezi svételného mikroskopu.
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BOLTErAPH Airyho disky a podminka rozligeni dvou bodt v obraze.

Tuto hodnotu uréime podle vztahu, kter odvodil Abbé

A

dmin = 0,61 ———.
nsina

PouZijeme-Lli tento vztah pro stanoventi rozliSovaci meze elektronového mikroskopu, dostaneme, po dosa-
zeni za vypoctenou vlnovou délku elektronového svazku, rozliSent teoreticky o 5 radd lepsi nez v pripadé
optického mikroskopu. Ve skutecnosti v diisledku vad zobrazent je lepsi jen o 2 az 3 fady oproti své-
telné mikroskopii. | to vSak stacl na zobrazent jednotlivgch atom( a k rutinnimu pozorovant organel
bunék v transmisnim elektronovém mikroskopu. Bézné laboratorni transmisni elektronové mikroskopy
maji v soucasné dobé rozliSovaci schopnost v fadu desetin nm, kterd postacuje k pozorovani napf. bil-
kovinngch makromolekul.

Z matematick(ch vztaht vyplgva, ze volbou vyssich urychlovacich napéti dosdhneme i kratsi vinové
délky a tim i mens{ hodnoty rozliSovaci meze. Tento zplisob vedl diive ke konstrukct mikroskopt enormé
velkgch, pro néz musely byt stavény specidlni budovy (délka tubusu byla pres dvé patra budovy) — viz



obr. 3a). V dnesdni dobé prichazi védci se stale dokonaleji korigovanymi vadami elektromagnetickych
Cocek (tzv. Cs korekce), které potom umozni doséhnout lepsich rozliseni prfi zachovani bézné velikosti
elektronového mikroskopu (obr. 3b).

ROl SEH Diivejsi a dnedni konstrukce TEM s vysokgm rozlidenim.

3. Tubus elektronového mikroskopu

Tubus elektronového mikroskopu, podobné jako u svételného mikroskopu, obsahuje zobrazovact sys-
tém s Cockami, které vytvari zvétSeny obraz detaill pozorovanych prepardtd a s clonami, které maijt
funkci omezent zorného pole nebo apertury objektivu. Presto oproti svételnému mikroskopu musime mit
na paméti, ze zobrazujeme prostrednictvim elektront, které musime néjak vytvorit a elektronoptickgm
systémem prenést.

3.1. Vakuovy) systém

Vnitini prostor mikroskopu, ve kterém se pohybuijt elektrony, musi byt vakuovany. Zakladnt divody
tohoto pozadavku jsou tyto:

1. Elektronova tryska musi byt izolovana vakuem, protoze vzduch neni dostatecné dobrgm izolan-
tem. Vznika nebezpedi ionizace vzduchu a nasledného elektrického vigboje mezi katodou a anodou
trysky.

2. Vzduch obsahuje molekuly Oz N,, CO, a uhlovodiky, které zplisobuji kontaminaci tubusu i pozo-
rovaného predmétu (vzorku).

Diavodem vycerpant prostoru tubusu je snaha zabranit nahodngm srézkam urychlengch primérnich
elektront s molekulami vzduchu, které by vedly ke zménam jejich energie a sméru pohybu. Na dosazent
pracovniho vakua (minimaln& 10=3 a? 10> Pa) musi b(t mikroskop vybaven dostate¢né vikonngmi vi-
vévami mnoha rdzn(ch typl. PouZivaji se predevsim rotacni, diftizni, iontové a turbomolekuldrni vjvévy.
Kvalitu vakua kontroluji mérky vakua a cely proces ¢erpant vzduchu je Fizen automaticky. Rotacni ole-
jovad vyvéva se pouziva pro predcerpant zavzdusnéného vnitiku mikroskopu, pripadné pro odvzdusnént
komarky p¥i vgméné prepardtd. Tato vivéva je schopna sniZit tlak zhruba na 10~" Pa. Po dosaZenti to-
hoto stupné vakua se zapina difuzni vgvéva, kterd odparovanim a zpétnou kondenzact specialniho oleje
s nizkou tenzi par sniZuje tlak na 1073 Pa. Prostor elektronové trysky vyzaduje nejvyssi stupeii vakua a?
10~7 Pa (ptiblizné& stejny tlak je v kosmickém prostoru) a je ho dosahovdno iontovymi vijvévami. Nutné je
zminit jesté turbomolekuldrnt vgvévu a kryogennt pumpu. | pres vysoky stupen vakua dochazi ke konta-
minaci vnitiku tubusu zbytky vodnich par a molekulami uhlovodiki, které se tam mohou dostat z odpart
oleje vivév nebo tésnicich tukl. To vSe ovliviiuje kvalitu obrazu. Proto se pouziva specialnt antikontami-
na¢ni komdrka, kterd je chlazena kapalngm dusikem z Dewarovy nadoby umisténé vné tubusu. Tim se
snizuje tenze vodnich a uhlovodikovych par, které potom kondenzuji na komdrce.



3.2. Elektronova tryska — zdroj elektronti

Kazdy elektron je v atomu vazan jistou vystupni energil E,. Abychom tento elektron z vazby uvolnili,
musime mu dodat energii, ktera je vétsi nez E,. To lze zajistit mnoha riznymi zpdsoby. V elektronové
mikroskopit nasly své uplatnéni predevsim tyto:

1. sekunddrni emise — studené kovové vlakno (katodu) bombardujeme urychlengmi ionty, které nara-
zem uvolnujt elektrony z povrchu katody. Tento postup se aplikoval u prvnich typl TEM, ale dnes
se jiz prakticky nevyuziva.

2. termoemise — zahtivdme-li katodu, zvySujeme jeji vnitini energii. Prekroci-li teplota katody jistou
meznt teplotu, dochazi k uvolihovani elektront z jejtho povrchu. Tento postup je nejuzivanéjsi.

3. autoemise — proti studenému kovovému vlaknu, odleptanému do tvaru hrotu, umistime elektrodu
s vysokgm kladngm napétim. V okolt hrotu vznika silné elektrické pole, které je schopno vytrhavat
velké mnozstvi elektron(i z povrchu hrotu. Nevghodou tohoto postupu je potfeba velmi vysokého
vakua (107® az 10~/ Pa).

Zdroj elektront v elektronovém mikroskopu nazgvame elektronova tryska (popf. elektronové délo).
Utinnost emise elektront emitovanych z katody (nékterym z uvedenych zplsobil) mizeme jesté zv(sit
vytvarovanim katody do tvaru pismene V, coz usnadni uvolnént elektron(i v misté ohybu (obr. 4a). Katoda
bgva vyrobena z wolframu, protoze ten ma nizkou vystupnt energii valen¢nich elektronti (E, = 4,5€V) a
vysoky bod tani (T; = 3653 K) a protoZe pro svilj provoz nevyZaduje vysokou hodnotu vakua. Zivotnost
vldkna katody je nepiimo tmérna teploté, na kterou bgva vlakno obvykle zhaveno. Vldakno wolframové
katody ma provozni teplotu priblizné 2800 K. Jeho Zivotnost je pak asi 40 hodin. V dnesnt dobé je jiz bézna
katoda z LaBs (hexaborid lanthanu — obr. 4b). Tento typ katody mé asi 10x vétsi emisi elektron(i nez
wolframovd katoda, vyzaduje ovdem mnohem vy$si hodnotu vakua (minimalné 10~* Pa). Tato katoda ma
provozni teplotu cca 1800 K a vydrzi asi rok bézného pracovntho provozu mikroskopu. V nejvgkonnéjsich
elektronovgch mikroskopech bgvéd zdrojem elektront autoemisni katoda (Field Emission Gun — FEG,
obr. 4c), které vydrzi az nékolik let.

200 ym

a) c)

. Obrazek 4: Katody elektronovych mikroskopti: a) wolframova, b) LaBs, c) autoemisni.

Na zdroje elektronti jsou kladeny pozadavky, jako je mala velikost zdroje, nizké rozpétl emisni energie
elektront, vysoka intenzita elektronového paprsku v malém prostorovém uhlu, nizkg Sum a dlouhodoba
stabilita, jednoduché ovladani a nizké ndklady na provoz. Tyto podminky spliiuji Schottkyho (obr. 5) a
studené emisni zdroje. Ve srovnant s termoemisnimi zdroji vynikaji malou velikosti, velkou intenzitou
(100krat vyssi) a zivotnosti.

* Obrazek 5: JUEFCRvA Schottkyho emisnim zdrojem.

Tento zdroj elektront je preferovan z diivodu vyssi stability proudu svazku. Vyzaduje nizsi elektrické
pole k ziskant stejné emise elektrond, nez ostatni emitory. Elektrické pole na emitoru je nastavitelné
napétim, rozmérem, tvarem ¢i ostrosti emitoru. Pro dané elektrické napéti je elektrické pole tim silnéjsi,
&im ostiejsi a mensi je emitor (hrot). Sum Schottkyho zdroje je velice maly, nep¥imo Gimérny velikosti
emisni plochy, a proto se zvysSuje se zmensujict se emisni plochou. Proto mé Schottkyho emitor vétsi
polomér (asi 0,4-1pm), nez studené emisni zdroje.



Schottkyho zdroj elektronti je aktudlné nejpokrodilejsi komeréné dostupny zdroj, zpravidla pouZivany
ve skenovaci elektronové mikroskopii. Tento zdroj vyuzivéd Schottkyho jevu, ktery mizeme popsat jako
zvySent pratoku elektronti z povrchu zahiatého materialu plisobenim elektrického pole. Minimalni energie
pozadovana k tomu, aby elektron opustil povrch urcitého materidlu (vystupni prace), je zajisténa zv(Senou
teplotou. Soucasné aplikované slabé elektrické pole odndst emitované elektrony z povrchu materialu.
Pri zvysovanti elektrického pole se vystupni prace stale snizuje a tim se zvysSuje emisni proud elektrond.
Kvantové mechanicky mlzeme mechanismus emise Schottkyho zdroje vysvétlit snizenim potencidlové
bariéry elektrickgm polem, coz usnadni Unik elektrond ve vyssich energetick(ch hladinach. Pro vysoké

hodnoty intenzity elektrického pole se potencidlova bariéra stava tensi a tim zajistuje znacny prispévek
emise prostrednictvim tunelového jevu.

" Obrazek 6: Schottkyho emisni zdroje, zleva: hrot a ZrOy rezervodr redukujicl vgstupni praci plosek, detail hrotu
s ploskami a celkovy pohled na Schottkyho zdroj.

Schottkyho zdroj se tedy sklada z monokrystalického wolframového dratu na jednom konci vylepta-
ného do tvaru hrotu, zakonceného ploskami krystalovich rovin. Na druhém konci monokrystalického
dratu je svar k polykrystalickému wolframovému dratu priblizné stejného praméru. Tato polykrystalicka
smycka wolframu je upevnéna ke dvéma pdlim, které jsou vlozeny do vélcovitého keramického zakladu.
Asi v poloviné monokrystalického dratu je naneseny zasobnik (rezervoar) ze ZrO4 (obr. 6) Ten zajistuje
ploskam v krystalografickém sméru (100) mnohem nizsi vstupnti praci, nez jiné krystalografické orientace
(obr. 7). Emise ze zdroje je fizena zvySenou teplotou (1800 K) ve vakuu.

~ Obrazek 7: K53V obrazy Spicky hrotli ukazujict rizné geometrie centrdlnich plosek emitujict elektrony.

Elektronovou trysku tvoii ve vSech pripadech katoda, kterd je obklopena Wehneltovgm vdlcem, ktery
ma proti Spicce vldkna katody otvor (obr. 8). Za valcem je umisténa anoda s otvorem uprostred, ktera je
uzemnéna. Wehneltdv valec vytvari v okoli vlakna katody elektrické pole, které zptsobuje, Ze se svazek
elektronti emitovanych z katody zuzuje tak, ze tésné pred otvorem v anodé vytvari krizisté, tj. nejuzsi
misto svazku. Toto misto lze pak povazovat za bodovy zdroj urychlenych elektronl.. Elektrostaticka
optika, ktera promita obraz emisntho hrotu — krizisté do otvoru v anodé, must zajistit co nejdokonalejsi
kruhovitost priimétu vldkna v kizisti, abychom mohli povazovat zdroj elektront za bodovy a koherentni.

zdroj Zhaveni

vlakno

Wehneltav
vélec

anoda

svazek

RIS Schematicky nékres elektronového déla.
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Draha, rychlost a Sirka svazku elektronli je poté jesté upravena systémem clonek a cocek, které
spole¢né s elektronovou tryskou vytvarejl ozarfovacl soustavu elektronového mikroskopu.



3.3. Pohyb elektroni v magnetickém poli

- -
Na naboj elektronu e, ktery se pohybuje v magnetickém poli o indukci B, plsobti sila F, jejiz velikost
a smér lze urcit ze vztahu
F=e(vxB),

kde V je rychlost elektronu. Pro velikost sily F pak plati vztah F = evBsin, kde 6 je thel, kter§ mezi
sebou sviraji vektory 7 a B.

Jestlize elektron vlétne do homogenntho magnetického pole ve sméru kolmém k vektoru magnetické
indukce, pak magneticka sila, plsobici na elektron, zakrivuje jeho trajektorii a ten se za¢ne pohybovat po
kruznici (obr. 9). Z rovnosti odstredivé a magnetické sily mizeme vyjadrit polomér zakiiveni kruhové tra-
jektorie pohybu elektronu. Vlétne-Li elektron do magnetického pole pod urcitgm thlem, rozlozi se vektor
rychlosti pohybu elektronu na slozku normalovou a te¢nou. Vyslednou trajektorit pak bude Sroubovice,
kterd ma v pramétu tvar kruznice o poloméru

mev

~ Be’

kde m. je hmotnost elektronu.

X X X X X

X X [ X X X
i

X X AX X X X

X X X X X X

xBx x x x B x

ROLTERZS 8] Trajektorie elektronu v pii¢ném homogennim magnetickém poli.

3.4. Elektromagneticka ¢ocka

Ovlivnént trajektorie elektronu magnetickgm polem lze vyuzit k sestrojent elektromagnetické cocky,
kterd ma podobnou funkci jako sklenéna cocka v pripadé svétla. Nejjednodussi elektromagnetickd ¢ocka
je podobna solenoidu. Solenoid je civka s velkgm poctem zavitl, jejichz pramér je mnohem mensi nez
délka civky (obr. 10a). Uvnitt solenoidu vznika témér homogenni magnetické pole. To, Ze nent dokonale

homogenni, je jedna z pricin vzniku aberaci.

PErr ey
R

Posisi s
TR

K ", Smér magn.
/ \ siloar
. \

Spiralova

draha 4

elektronu /'
/

ROLTErA S Schematické zndzornéni a) elektromagnetické Cocky, b) jejiho magnetického pole s vyznagenim ,chro-
matické aberace” a c) trajektorie elektronli uvniti* ¢ocky.



Trajektorie elektronu, ktery vlétne do magnetického pole elektromagnetické ¢ocky, ma tvar prosto-
rové spirdly (obr. 10c). Trajektorie vSech elektront, které prochazeji stejngm bodem na ose cocky, jsou
magnetickgm polem cocky ovlivnény tak, ze se za Cockou opét protinaji ve stejném bodé na ose Cocky.
Cim v&t&i je proud prochézejici ¢oc¢kou, tim vétéi je magnetickd indukce pole v dutiné ¢ocky, a tim kratsi
je ohniskova vzdalenost ¢ocky. Pro vyjadient ohniskové vzdalenosti plati vztah

1 e 22
—=—— [ B%dz,
f 8m.U /Z1 2092

kde B, je magnetickd indukce v misté z na ose cocky.

Prichodem vysokého proudu vinutim elektromagnetické cocky vznika teplo, které zvysuje jeji teplotu.
Proto must byt elektromagnetické cocky chlazeny. Magnetické pole uvniti realné elektromagnetické
¢ocky nent presné homogennt (obr. 10b). To vede k mnoha vaddm, které jsou svou podstatou totozné
s vadami optickgch cocek. Tyto vady negativné ovliviujt obraz vytvoieny cockou, piedevsim jeho kontrast,
hloubku ostrosti a rozliSovact mez. Uvedme priciny nejbéznéjsich vad zobrazent.

Sféricka (otvorova) vada znamend, ze elektromagnetickéd ¢ocka nefokusuje viechny elektronové pa-
prsky, vychazejicl z bodového zdroje na ose, opét do jednoho bodu na této ose. Elektrony, pro-
chazejict dale od osy cocky, jsou zaostfovany do bodu, ktery lezi bliz k ¢occe, nez elektrony,
které prochézeji ¢okou v tésné blizkosti elektronoptické osy. Caste¢né lze tuto vadu kompenzovat
zmensenim praméru clony.

Chromaticka vada je ve svételném mikroskopu zplsobena disperzi svétla ve skle ¢ocek a projevi se roz-
kladem svétla na spektralni barevné slozky. V elektronovém mikroskopu chromatickad vada vznika
v disledku rozdilngch energii elektronti ve svazku. Pomalejsi elektrony s vétsi vinovou délkou jsou
v magnetickém poli civek vychylovény jinak a potom protinaji osu civky v jiném bodé, nez elektrony
s vysst rychlosti. Chromatickou vadu mlizeme eliminovat stabilizacl urychlovacitho napéti mikro-
skopu, ¢imz se stane elektronovy svazek monochromatictéjsi a koherentnéjsi. Jelikoz se rychlost
elektrontt mént prichodem pres preparat, bude dochézet ke chromatické vadé v kazdém pripadé.

Tloustka preparatu must byt tedy co nejmensi.

Osovy) astigmatismus je zplisobeny nesymetril elektronového svazku, tedy i magnetického pole, které
ho deformuje. V duasledku toho maji elektronové svazky riizné ohnisko. Astigmatismus se koriguje
pridavngm magnetickgm polem stigmdtoru prakticky pii kazdém zaostrovani obrazu, zejména pri
vétsich zvétsenich. Zdrojem astigmatismu mohou byt i necistoty na clonach a pélovich nastavcich.
Proto je tfeba vénovat udrzovanti Cistoty uvniti tubusu mimorddnou pozornost a clony je tfeba ¢as
od casu vyzihat.

4. Zobrazeni elektronovgm mikroskopem

Jiz bylo zminéno, ze stavba transmisnitho elektronového mikroskopu je podobna stavbé svételného
mikroskopu. Tedy i zobrazeni pfedmétu pomoci transmisniho elektronového mikroskopu bude mit jistou
analogii.

Zakladnimi stavebnimi prvky zobrazovaci soustavy TEM jsou kondenzor (analogie s kondenzorem
v osvétlovaci soustavé SM), objektiv a projektiv (odpovidé okuldru SM). Kondenzor byva obvykle dvou-
stupniovy a fokusuje elektronové paprsky na prepardt. Promita kiizisté elektronové trysky na preparat
a zajistuje jeho homogenni a intenzivni ozareni. Dulezitgm parametrem je thlovd apertura, pri niz se
v roviné preparatu zobrazuje kiizisté. Ta se ménti v zavislosti na zaostienti, pri¢emz nejvétsi je v ohnisku
kondenzoru. Jak bylo uvedeno v predchozim textu, pri malgch Uhlovich aperturach se snizuje chroma-
tickd vada cocek, coz vSak znamend, Zze pro snimant obrazu se rozostruje kondenzor a sniZuje intenzita
svazku, nebot v oblastech nad a pod ohniskem se zmensuje Uhlova apertura. Naopak, pro vyhledavani
obrazu je mozné pouzivat maximalni intenzitu svazku a zaostrovat kondenzor. Maximalni thlové aper-
tura je omezena clonami kondenzoru. V prvni ¢occe je vestavéna clona s velkgm primérem, v druhé je
vgménna clona s velikostl otvoru v intervalu 100-500 pm. Kondenzor spole¢né s elektronovou tryskou
tvori ozafovaci ¢ast transmisniho elektronového mikroskopu (analogie k osvétlovaci soustavé SM).

Do zobrazovaci ¢asti TEM pat¥i prostor preparatu s drzakem vzorku, objektiv, projektiv a luminiscen¢ni
stinitko, pripadné CCD kamera pro zéznam obrazu (obr. 13). Objektiv je uréen k tvorbé obrazu a mé faktor
zvétseni zhruba 100. Zpravidla je tvoren jednou elektromagnetickou ¢ockou, zatimco projektiv tvoii az
¢tyii elektromagnetické ¢ocky. Ukolem projektivu je ,promitnout” obraz na stinitko. Soudasti zobrazovaci
soustavy TEM je i systém clonek, které omezuji pramér zobrazujictho svazku elektront. Zobrazovany



RIS Tubus transmisniho elektronového mikroskopu s kondenzorem, objektivem a projektivem.
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predmét je v TEM umistén v tésné blizkosti objektivu. Objektiv tedy stejné jako ve SM vytvari zakladni

ru

obraz predmétu. Objektiv mé také nejkratsi ohniskovou vzdélenost a je rovnéz ,nejvykonnéjsi” ¢ockou
mikroskopu. Aby se dosahlo pozadované magnetické indukce, ma civka objektivu velk( pocet zavitd,
ktergmi protéka pomérné znacny proud.

Obraz vytvoreny objektivem je dale zobrazen ¢ockami, které tvori projektiv. Proud prochazejict ¢ockami
projektivu lze regulovat, a tim i ménit vysledné zvétSeni elektronového mikroskopu. Maximalni uzitec¢né
zvétseni uzivané v elektronovém mikroskopu je 10°.

Do drzéku (obr. 12) se vkladaiji sitky, na ktergch jsou umistény vlastni preparaty. Drzék vzorku je
umistén na goniometrickém stolku, ktery umoznuje jemné a presné posuny ve smérech x, y, z a Casto
je vyzadovan i naklon vzorku, zejména pfi porizovani tomografického obrazu. Naklon je v tomto pripadé
+70°. V dnesnich mikroskopech, ovladanych elektronikou Fizenou pocitacem, umoznuji motorky nastavit
reprodukovatelnou pozici, kterou si uzivatel mikroskopu ulozil do paméti PC pfi vyhledévéni zajimavych
detaild.

ROl SPH Drzak siték preparétii v TEM.

Prepardtovda komdrka bgva umisténa mezi pélovgmi néastavci objektivu. Do tohoto prostou zasahuji
rtzné detektory a jsou zde i aperturni clony urcujict dosaZitelnou rozliSovaci mez.

Hloubka ostrosti obrazu je dostatecné velka, aby pokryla tloustku ultratenkého fezu (cca 50 nm). Tim
se nékteré detaily ve dvourozmérném obrazu rozostruji, protoze se jejich obrazy vzajemné prekrgvajt.

4.1. Pozorovani a zaznam obrazu vytvoreného elektronovgm mikroskopem

Svazek urychlenych elektron(, kter nese informaci o zobrazovaném predmétu, nelze primo vidét
okem, jako je to mozné ve svételném mikroskopu. Abychom vidéli obraz vytvoreny elektronovym mikro-
skopem, je nutné prevést tyto informace do viditelné podoby. K pozorovani obrazu se pouziva stinitko
pokryté luminoforem (nejéastéji ZnS), které byva umisténo na dné tubusu TEM. Luminofor je latka, kterd
je schopna, v zavislosti na energii a mnozstvi dopadajicich elektrond, emitovat svétlo rGizné intenzity o
priblizné stejné vlnové délce. V pripadé ZnS ma vlnova délka vznikajictho svétla velikost okolo 550 nm.
Na stinitku potom vznikd obraz z odstini zelené barvy, kterg je jiz mozné pozorovat okem. Rozlisent
stinitka je omezeno velikosti zrn ZnS, kterd se pohybuje okolo 50 nm. Kromé velkého stinitka je vét-
Sina elektronovych mikroskopli vybavena jesté malgm stinitkem, na kterém je mozno detail obrazu jesté
zvétsit pomoci binokularniho mikroskopu. Velikost zrn ZnS na malém stinitku se pohybuje kolem 10 nm.

V praxi se porizuje zaznam obrazu pozorovaného predmétu na fotograficky film nebo v soucasnosti se
obraz zaznamenava v digitalni podobé pomoct specidlnich kamer. Fotografick( materidl vhodnyg pro EM
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mus{ byt stabilni i pri vysoké hodnoté vakua, které je uvniti EM. Nejpouzivanéjsim typem fotografického
materidlu je polyesterovd podlozka, na které je nanesena zelatinova vrstvicka s drobngmi krystalky
chloridu stribrného (AgCl).

Slow-scan CCD kamery (SSC), pouzivané v TEM, pracuji obdobné jako klasické CCD kamery pouzi-
vané ve svételné mikroskopii. Rozdilem je pouze to, Ze detektor SSC kamery je schopen zaznamenavat
zmény intenzity zobrazujictho svazku elektronti (obr. 13). V sou¢asné dobé se ve SSC kamerach pouziva
nejcastéji YAG krystal (scintildtor), na kter( dopadaji primérni elektrony. Vzniklg obraz se prendsi na
CCD senzor pomoci optickych vlaken. CCD senzor méa pies 10 milion(i obrazovych bodt (pixeld), coz za-
jistuje vysoké rozlident obrazu. Cipy téchto prvki byvaji chlazeny Peltiérovimi ¢lanky, aby se zamezilo
temnému proudu v detektoru. Prestoze fotografick( materidl umoznuje porizent perfektntho snimku, je
zrejmé, ze digitalni kamery jsou praktictéjsi. Hlavnim ddvodem rozsiteni CCD kamer je rychlost zdznamu
bez nutnosti vyvoldvat film. Je mozné je vyuzit k efektivnimu zdznamu elektronovich difraktogramd.
V rezimu nizk(ch davek elektront, pri pozorovani velmi citlivgch preparatt (kryorezy) ¢i v elektronové
spektroskopii, poskytuji vysokou citlivost, kterd je prednostt téchto kamer.

ROLIEPA Y Kamera pro digitalni zdznam elektronového obrazu, uréend pro instalaci do bo&niho portu tubusu TEM.

4.2. Interakce elektronti s preparatem

V obou systémech — transmisntho i skenovactho elektronového mikroskopu, je pro tvorbu obrazu za-
sadnt interakce urychlengch elektront s preparatem. Je dilezité si vSak uvédomit, ze u TEM elektrony
vzorkem prochazi a u SEM na néj dopadaji. V obou pripadech dochazi v atomech preparatu k pruz-
nému a nepruznému rozptylu elektrond. Pri pruzném rozptylu nedochdzi k vgraznéjSimu sniZzeni energie
rozptylenych elektronli oproti energii elektront primarnich (dopadajicich na vzorek). Primarni elektrony
prolétaji elektronovgm obalem atomu preparatu, vychyluji se tim vice, ¢im blize miji elektron jadro a
¢im vyssi je hodnota elektrického naboje jadra. Tento Ghel mize dosdhnout takové hodnoty, ze elektron
se jevi jako zpétné odrazeny. Cast elektrond, rozptylen(ch s dostate¢né velkgm thlem, je zachycena
clonou objektivu a tim jsou vyiazeny z tvorby obrazu na stinitku TEM. V disledku toho se mént intenzita
elektronového svazku a vznikd kontrast obrazu. Kromé toho se na tvorbé obrazu projevuje jesté fazovy
kontrast, tvorict rizné stupné sedi. Fazovy rozdil je zptsoben rozdilem drah elektront, odchglengch pod
rzngm uhlem.

Pri nepruzném rozptylu dochazi ke srazkam primarnich elektronti s elektrony ve slupkach atomu
preparatu. Srazkami se snizi viyrazné jejich energie a zména jejich vlnové délky se podili na zhorsSent
chromatické aberace. Tento nepfiznivy vliv roste s tloustkou prepardtu a s klesajicim urychlovacim na-
pétim.

Pri srazkéach urychlengch elektronli s elektrony v orbitalech atom( dochazi k excitaci atom( a na-
sledné emisi charakteristického rentgenového zareni. Tyto signaly, spolecné s dalsimi, si predstavime
nasledné pri popisu interakce primarnich elektroni s povrchem vzorku u skenovactho elektronového
mikroskopu.

5. Zakladni pracovni rezimy transmisniho elektronového mikroskopu

Biologické preparaty jsou tvoreny lehkgmi prvky, které nezplisobuji dostatecny rozptyl primarnich
elektrond, prochazejicich preparatem. Preparaty byvaji umistény v zalévacich hmotach, které maji po-
dobné rozptylové vlastnosti a tim nelze ocekavat vétsi rozdil v kontrastu mezi vzorkem a zalévacim
médiem. Z toho dlivodu je tfeba v prabéhu pripravy preparatl dostat do vzorku tézké kovy, napf. Os,
Pb, U, jez byvajt zpravidla soucasti fixacénich cinidel a vyrazné se podili na zvyseni kontrastu. Kon-
trast lze zvysit i volbou menstho pradméru clony objektivu, snizenim urychlovaciho napéti nebo volbou

vétsi tloustky fezu. Bohuzel tyto tpravy snizujl rozliSovaci schopnost a piindsi zhorsent vad zobrazent
mikroskopu.
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U transmisnich elektronovych mikroskopt, specidlné pro biologické tcely, se ke zv(yseni kontrastu
také vyuziva ohybovych jevd, které vznikaji pri priichodu elektront prepardtem. Nejlépe jsou demonstro-
vatelné na drobném otvoru v ultratenkém fezu. Na jeho hrané dojde po dopadu elektronového vinéni ke
vzniku nové vlnoplochy, ktera se Sift vSemi sméry a interferuje s ptvodni vlnou rovinného charakteru. Na
stinitku vznikne svétlad ploska, kterd je zplsobena konstruktivni interferenct vln elektronového svazku.
Naopak pri destruktivni interferenci vzniké interferencni minimum a v prislusném misté vznikne tmavy
prostor. K interferenci dochézi pri dostate¢né koherenci elektronovijch vln. Ta vSak v readlné mikroskopii
nent dostatecna a vznikne zpravidla jen jedno maximum a minimum, oznacované jako Fresneliiv prouZek.
Ten se potom da vyuzit ke korekci astigmatismu nebo k dokonalému zaostfent obrazu.

Jako analogii ke zobrazeni v tmavém poli ve svételné mikroskopii bychom mohli vysvétlit zobrazent ve
tmavém poli u transmisniho elektronového mikroskopu. Princip metody spociva v naklonéni osvétlovact
soustavy tak, aby ze svazku elektronti po prichodu prepardtem byly vyuzity ty, které jsou vice odkla-
nény. PFi zobrazeni ve svétlém poli jsou normalné zachyceny clonou objektivu. Pokud do zobrazovact
soustavy mikroskopu vniknou tyto rozpt(lené elektrony, zobrazi nam svétlé detaily vzorku na tmavém
pozadi. Velké odchylky v rychlostech rozptglengch elektronli vSak prispivaji ke snizent rozlisent a velké
chromatické aberaci. Pouziti metody tmavého pole nent tak casté a operatofi EM ho pouzivaji ve spe-
cidlnich pripadech, kdy chtéji ziskat specifickou informaci ze vzorku (obr. 14). Porovnanim obou obrazkt
je vidét, ze v rtiznych rezimech vynikaji na krystalech jiné detaily.

200 nm

b)
. Obrazek 14: Krystaly MnO zobrazené a) v rezimu svétlého a b) temného pole.

5.1. TEM jako difraktograf

Je-li zkoumany materidl krystalicky, dochazi na vhodné orientovanych krystalovich rovinach (obr. 15)
k difrakci elektront. Jestlize dopadajt elektronové paprsky na vzorek rovnohézné se zénami krystalovych
rovin, svazky elektron(i difraktovanych na rtiznch systémech krystalovych rovin jsou objektivovou ¢ockou
fokusovany do bodu v obrazové ohniskové roviné.

AL Vhodna orientace krystalické m¥izky pro prochazejici elektrony (snimek vlevo).

7V

V obrazové ohniskové roviné se vytvari Fraunhoferdv difrakéni obraz, kter( reprezentuje Fourierovu
transformaci vlny vystupuijict ze vzorku (obr. 16). Mohli bychom ho, stejné jako ve svételné mikrosko-
pii, nazvat primarnim obrazem, kter( je zdrojem vlnéni, jenz v obrazové roviné vytvoii obraz predmétu
prostfednictvim inverznt Fourierovy transformace. V obrazové ohniskové roviné objektivu je umisténa
objektivova clona, kterd slouzil k vytvoreni zadaného typu kontrastu. Abychom mohli pozorovat difrak¢nt
obraz, je tfeba zaostfit mezi¢oc¢ku na obrazovou rovinu objektivu. V tomto rezimu vidime difraként obrazec
i na stinitku mikroskopu a mizeme ho registrovat na film nebo digitalni kamerou, umisténou zpravidla
pod stinitkem.
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AP Difrakce elektrond na k¥emiku.

5.2. Vznik kontrastu v TEM

V klasickém zobrazent pomoci difrakéntho kontrastu pouzivame malou objektivovou clonu, kterd vy-
mezuje pouze jeden svazek elektronti — prosly (T) ¢i difraktovany (D), k ziskani zndmgch obrazd ve
svétlém, resp. tmavém poli. PouZijeme-Lli velkou objektivovou clonu, dostavame (pokud je dopadajici sva-
zek elektronti dostate¢né koherentni) fazovy interferen¢ni kontrast. Obraz A’ libovolného bodu A vzorku
je vysledkem interference vin (svazkt) ¢(—g), (0), Y(g) a dalsich, které prochézeji otvorem clony objek-
tivu (obr. 17). Timto zplGsobem je mozné dosahnout zobrazeni krystalové mrizky vzorku az v atomarnim
rozliSeni. Pfenos kontrastu mikroskopem vsak v pripadé interferencniho kontrastu nent lineadrnt a je
vétsinou nutné experimentalni snimky interpretovat pomoci pocitacovych simulaci, abychom ovéfili, zda
obraz odpovida zkoumané strukture a nejde o interferen¢ni artefakt [6].
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" Obrazek 17: Princip zobrazeni predmétu objektivem TEM.

5.3. Elektronova holografie

Denis GABoRr navrhl princip holografického zobrazent jiz v roce 1948, dokonce plvodné pro dosazeni
lepstho rozliseni v TEM. Nebyly vSak zndmy dostatecné koherentni zdroje elektrond a proto s objevem
prvnich lasert (zdroji vysoce koherentniho svételného vlnéni) byla rozvijena nejprve optickd hologra-
fie. Elektronové holografie byla vyvinuta az po roce 1990, jakmile byly do elektronovgch mikroskopt
zavedeny kvalitni autoemisnt katody (FEG), poskytujict koherentn( elektronové svazky.

Elektronova holografie vychazi z principtl vlnové optiky. Obraz registrovany ve fotografické desce
nebo na ¢ipu CCD kamery je dany intenzitou (druhou mocninou amplitudy) dopadajict viny. Faze elek-
tronoveé vlny, ktera je dlilezitou soucasti, je pritom ztracena. Fazi lze pocitacové rekonstruovat hologra-
fickymi metodami. Jedna z nejrozsifenéjsich metod v elektronové holografii je pouziti referenéni viny. Do
mikroskopu s autoemisni katodou je mezi objektivovou ¢ocku a vzorek nainstalovan déli¢ elektronového
svazku v podobé pokoveného sklenéného vldkna tloustky mensi nez 0,5 pm. Vladkno, na kterém je udrzo-
van kladng potencial 10 az 150V, pisobi jako Fresneliiv dvojhranol (obr. 18). Vzorek natoc¢ime tak, aby
byl rovnob&znyj s vidknem. Cést elektronového svazku tak prochazi vzorkem (obrazova vina Ws), zatimco
druhd ¢ast svazku Wr pusobi jako vlna referen¢ni. Informace o amplitudé a fazi je zakddovana v modulaci
kontrastu a zakfiveni interferen¢nich prouzkt obrazové a referencnt vlny [6].

13



W S
Vzorek

Vldkno

Objektiv

AOLIEPASEY Princip zéznamu elektronového hologramu.

Interpretace elektronového hologramu spociva v jeho pocitacovém zpracovanti, které umoziiuje korigo-
vat vady prenosu kontrastu mikroskopem a ziskat tak obraz nedeformované elektronové vlny na vystupu
ze vzorku. Pocitacové simulace kontrastu potom stac¢l provést pouze pro interakci elektronové vlny se
vzorkem, ¢imz se v{razné snizuje pocet parametrd v(poctu.

Elektronova holografie se pouzivad pri studiu struktury krystalti v atomovém rozlisent, rada aplikact
je i pri nizSim rozliSent, jako napriklad pfi studiu profild p-n prechodu, zobrazent elektrickgch ¢i mag-
netickych poli s laterdlnim rozliSenim nékolika nanometrd apod.

5.4. Atomarnt rozlisent

Z fyzikalntho principu zobrazeni pomoct elektrond vyplgvd, ze ¢im je vyssi urychlovaci napéti, tim
je kratst vinova délka elektronového svazku. Tim se rovnéz snizuje rozliSovact mez, kterd pii napétich
200kV a vice prinast moznost zobrazit jednotlivé atomy. Je vSak tfeba brat v Gvahu také Cs korigované
elektronové mikroskopy, které dosahuji atomarntho rozlisent pii nizsich urychlovacich napétich (80 kV).
K tomu je nutné mit kvalitni autoemisni zdroj elektron(i poskytujict vysoky proud ve svazku. P¥i sprévné
orientaci krystalu do osy zdény rovnobézné se svazkem jsme schopni ziskat atomy v podobé svétlych
bodu, predstavujicich sloupec atom(i v prislusné krystalové mrizi.

Jedna z efektivnich metod k dosazent atomarniho rozliSeni je metoda Z-kontrastu. Ta vyuziva nekohe-
rentniho zobrazent v disledku difrakce pod thly vétSimi nez 3°. Jeji vghodou je, ze poskytuje pFimo inter-
pretovatelné obrazy mikrostruktury — mapy rozptylovich center krystalu, ve ktergch je intezita tmérna
protonovému ¢islu Z (odtud Z-kontrast). Nekoherentni prenos obrazu je linearni, a proto pocitacové
simulace nejsou potifeba. Abychom mohli metodu Z-kontrastu pouzit, must byt mikroskop vybaven auto-
emisni katodou, radkovanim elektronového svazku a prstencovgm detektorem elektront difraktovangch
pod velkgmi thly (High-Angle Angular Dark Field Detector — HAADF). S pouzitim autoemisni trysky
je v souCasné dobé mozné dosahnout velikosti svazku 0,15nm a proudu kolem 1nA, coz je dostatecné
pro rozlidni atomovych sloupcli u kovii. Pouzijeme-li pfi naklopeni krystalu hliniku do osy zény (110)
velkou objektivovou clonu, ziskame obraz v atomarnim rozliseni. Kazd( svétl] bod na snimku predstavuje
atomovy sloupec minoritni podmiiZky hliniku (obr. 19) [6].

AOLTERA SR Antifazova rozhrani v uspotadané sliting na bézi FesAl — atomové rozlideni podmiizky hliniku v orientaci
(110) 6]

5.5. Elektronova tomografie

Narozdil od bézné transmisni elektronové mikroskopie, ktera pracuje s ultratenkymi fezy, elektronova
mikroskopickd tomografie umoZznuje prostorové zobrazeni Utvard v bunkach s velmi vysokgm rozliSenim
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a Casto — pri pouziti rychle zmrazenych, chemicky nefixovanych biologick(ch materialii — ve stavu velmi
blizkém stavu za ziva. Jeji princip je podobn( jako u pocitacové tomografie pouzivané v mediciné, ovsem
v ultramikroskopickém méritku. Elektrony prozaruji objekt (tlustSi fez nez pri bézné transmisnt elek-

tronové mikroskopii) pod razngmi thly a z tomografickgch ,fez(” pocitac vytvari ,trojrozmérné” modely
objekttd (obr. 20).

ROl SPIE Klasicky obraz TEM (vievo) a tomografické rekonstrukce (vpravo) multilysosomalntho objektu (poitadové
modelovano) (A. J. Koster and W. J. C. Geerts, Utrecht University, Utrecht).

Kryoelektronova tomografie a elektronova tomografie obecné spociva v zaznamu dvourozmérnych
projekct (2D) trojrozmérného objektu (3D) pod rizngmi Uhly, pfi ndklonu prepardtu (od +70° do —70°).
Nasleduje sefazeni projekci a tomografickd rekonstrukce 2D projekci do objemu 3D vzorku. Elektronmi-
kroskopické tomografie tak miZze poskytnout neocenitelné a originalni informace o prostorovém uspo-
radani ultrastruktury ve tkénich, bunikach a makromolekulach. V pripadé kryoaplikacl se tézi z pro-
storového obrazu chemickou fixact neovlivnénych struktur objektu (obr. 21). Je vSak vyzadovano rychlé
zamrazeni biologick(ch objekt(i. Oproti laserové konfokdlni mikroskopii je mozné dosdhnout rozlisSent
lepst nez 5nm. Rozlisent je zavislé na jemnosti krokovani naklonu a na celkovém poctu projekcl zkou-
maného vzorku. Obvykle se jednd o stovky expozic (je tfeba brat ohled na radia¢ni poskozeni preparatu
urychlengmt elektrony) rizenych elektronikou elektronového mikroskopu, ovladajici rezim naklonu pre-
paratorového drzéku. Casto poskytuiji tyto techniky doplitkovou informaci, protoze navic davaji moZnost
fluorescenc¢ntho znacent organel. Nejcastéji se metody kryoelektronové tomografie pouzivaji pro zobra-
zeni cytoskeletu bunék, pozice jader bunék, prostorové zobrazenti bakteril a vird.

ROLTEr P Princip elektronové tomografie.

6. Tvorba obrazu ve skenovacim elektronovém mikroskopu

Interakce primarnich elektronti se vzorkem prinasejt informace o fyzikadlnich a chemickych vlastnos-
tech zkoumaného objektu. Energie primarnich elektrond, dana pouzitgym urychlovacim napétim, ovliviiuje
tvar oblasti pod povrchem preparatu, ve které se uvoliuji jednotlivé signaly (tzv. excitacni objem, obr. 22).
Tato oblast se s klesajici hodnotou urychlovactho napéti stadva mélét (mensi co do hloubky a vétsi co do
sirky). Zvétsent Sirky této oblasti je pak pricinou snizent rozliSovaci schopnosti mikroskopu. Na hloubku
priniku primarnich elektroni do objemu vzorku ma déle samoziejmé vliv i slozeni vzorku. Je-li vzorek
tvoreny tézsimi prvky (napf. kovy), bude produkovat vice odrazengch elektronli nez preparat tvoieny
lehkgmi prvky a hloubka priniku primarnich elektron bude mensi.

PFi dopadu urychleného primarniho elektronového svazku na preparat dochazi k tomu, ze pod povr-
chem preparat(i se zac¢nou primarnt elektrony pohybovat ndhodngm a velmi chaotickgm zplisobem. Je to
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dano pruzngmi i nepruzngymi srazkami s atomy vzorku. Na své chaotické drdze mohou generovat dalsi
signaly (sekundarnt elektrony — SE, Augerovy elektrony — AE, rentgenové zéarenl — RTG).

| pres chaotick( pohyb elektron(i lze priblizné urdit, v jaké hloubce pod povrchem vznikaji a jakého
prostoru ¢i objemu konkrétni druhy signall dosahuji. Existujt specidlni statistické metody simulace drah
elektronu. Nejzndméjsi se nazgva metoda Monte-Carlo. Pomoct této numerické metody, vyuzivajicl na-
hodngch disel, lze chaotick( pohyb elektront a jejich objem ptiblizné popsat. Obr. 23 zobrazuje simulace
pohybu elektront ve 100 nm médéné (Cu) a Au félii. Lze si vdimnout, Zze rozptyl elektronu se zvysuje se
zvySujicim se protonovym cislem vzorku.

Primarni svazek
elektron(

Augerovy,
elektrony?

Rentgenové Povrch preparatu
zafeni
Sekundarni elektrony Augerovy elektrony

Objem emise
charakt.rtg.zareni)

pojtéh”
rig Zafeni

ROLTErA PP Excitadni objem a signély uvolnéné z preparatu po dopadu primarnich elektrond.

ROl SPER Simulace drah elektronu ve 100 nm tenké félii metodou Monte-Carlo. A — félie Cu a B — félie Au.

Pruzny rozptyl se projevuje zptsobem, kter( zahrnuje coulombovskou interakci atomového jadra
(obr. 24). Jestlize elektron pronika elektronovgm oblakem a blizi se jadru, je jadrem silné pritahovan a
muze byt rozptglen pod vétdimi thly. Pruzngm rozptylem také vznikaji zpétné odrazené elektrony (Back
Scattered Electrons — BSE).

ektronové hladiny
4

ORI PEH Ukazka pruzné rozptglenych elektronii.

Nepruzné (neelastické) procesy délime do t¥i ¢asti:
e procesy generujict RTG zareni,

e procesy generujici sekundarni elektrony (SE) a
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e procesy vyplyvajict z kolektivnich interakcl s mnoha atomy.

Kazdy druh signdlu ma své vyuziti pii studiu a mérent specifick(ch vlastnosti vzorku, pripadné ho lze
vyuzit i v kombinaci vice signdld. Z toho divodu se v SEM vyuziva celd rada detektorti a je dobré védét,
ktery signal a ktery detektor pouzit v urcité oblasti zkoumant vzorku.

K zobrazent povrchu preparétu se v SEM vyuZivaji sekundarnit nebo odrazené elektrony. Sekunddrni
elektrony maijt energii priblizné 50eV a vystupuji z hloubky radové desitek nm. Kopiruji tedy povrch
a prinast informace o jeho topografii. Odrazené elektrony, na rozdil od nich, vystupujt z vétsi hloubky
a reaquji citlivé na zménu slozent (priimérné protonové cislo v daném misté). Jak jiz bylo uvedeno,
zpétné odrazené elektrony (BSE) jsou v podstaté priméarnimi elektrony, vracejicimi se po coulombovské
interakci s jadrem atomu s malou ztratou energie. Sekundarni elektrony mohou bgt ,pomalé SE”, jestlize
jsou elektrony uvolnény z vodivostniho ¢i valenéni pasu a nent potfeba velka energie k tomu, aby byly
elektrony vyrazeny primarnim elektronovgm paprskem. Jejich energie se pohybuje pod 50eV. Jestlize
jsou elektrony silné vazané ve vnitinich hladinach atomu, tak po vyrazent mimo jejich hladinu mohou mit
vgznamnou ¢ast (az do asi 50%) energie primarniho paprsku. Tyto elektrony oznacujeme jako ,rychlé
SE"

Produkce odraZenych elektronti zévist predevsim na stfednim protonovém cisle vzorku. Z toho plyne,
ze v rezimu odrazenych elektroni se na obrazovce SEM budou jevit mista tvorend tézsimi prvky jako
svétlé oblasti. Naopak oblasti tvofené lehkymi prvky se budou jevit jako tmava mista. Obraz v odraZze-
nych elektronech je tedy schopen odlisit oblasti s riizngm prvkovgm slozenim (obr. 28). Detekce téchto
elektront probthad riizngmi zplsoby. V elektronovgch mikroskopech je stale pouzivan deteként systém
podle konstruktérd Everharta a Thornleyho, sloZzeny ze scintilatoru a fotonasobice (obr. 25).

mfizka Svazek

s -100 +400 V
fotonasobic ..

Scintilato

odrazené
elektrony

RO PEH Everhat-Thornleyho detektor (scintildtor-fotondsobid).

Vv

Sekundarni elektrony jsou nejdiive elektrickgm polem miizky kolektoru ,odsaty” z povrchu vzorku.
Poté dopadaiji na scintilator, v némz vyvolavaji luminiscenci (emisi foton(). Slabyj signal foton(i je preveden
na elektricky impuls ve fotonédsobici. Ten se dale zesiluje v elektronickém obvodu detektoru. Protoze
sekundarnt elektrony maijt oproti odrazengm elektroniim mnohem mensi energii i rychlost, museji byt
jesté pred dopadem na scintilator urychleny napétim privedengm na scintilator. Odrazené elektrony
museji byt timto napétim naopak brzdény. Detekce obou druhd elektronli probihd oddélené. Proto si
muizZeme vybrat, zda chceme méfit v rezimu odrazenych elektront ¢t v rezimu sekundarnich elektron.

L

AOLTEPEISPIH Viiv néklonu povrchu vici dopadajicimu svazku na emisi SE.

Diky nizké energii sekundarnich elektrond se z naklonénych ploch na povrchu prepardtu dostane
do detektoru vice sekunddrnich elektronli nez z téch, které jsou polozeny kolmo k dopadajicimu svazku
elektrond. Vgsledkem je proto vyssi intenzita signdlu prichazejiciho z detektoru. Proto je mozno v rezimu
sekundarnich elektron(i lépe rozpoznat topografii povrchu vzorku. Svétlé mista na snimku odpovidajt
vétsim sklontim ¢i zaktivenim (obr. 20). V§tézek emise 0 = 'Z‘;';S/; kde B je Uhel mezi normalou povrchu
a dopadajicim svazkem paprskud. Nasledujict obr. 27 prinadsi typickg 3D obraz ¢lenitého preparatu v re-
zimu sekundarnich elektrond. Na obrazku jsou krystaly vinanu draselného, jehoz plochy, které jsou vice
sklonéné majti svétlejsi odstin, zplsobeny vyssi emist sekundarnich elektroni.
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RO SPVE Krystaly vinanu draselného v reZimu sekunddarnich elektron.

Odrazené elektrony, které vystupuijt z vétsi hloubky pod povrchem preparatu, prindsi sice zkreslenou
informaci o topografii povrchu, ale prinast informaci o primérném protonovém cisle Z. Hovorime o ma-

teridlovém kontrastu, kter( bgva pouzivan k mapovant prvki ve spojeni s elektronovou mikroanalgzou
(obr. 28).

ROl PER Odligeni oblasti materidlu na Fezu sliting Al-Cu v re¥imu zp&tn& odrazengch elektront (BSE) Al (Z = 13)
— tmavsi oblasti, Cu (Z = 29) — svétlejsi oblasti.

+,Magneticky kontrast” umoZznuje pozorovat kontrast na doménovych sténach kubick(ch a jednoosych
feromagnetik. Na elektronech uvolnénych po interakci s magnetickgm vzorkem se projevi ti¢inek Lorent-
zovy sily vyvolané magnetickgm polem uvniti domén. Nékteré elektrony jsou stocené dovniti vzorku, jiné
jsou usmérnéné k povrchu. Na obr. 29 jsou v rezimu magnetického kontrastu patrné magnetické oblasti
— domény.

. Obrazek 29: Magnetické domény v materidlu NdFeB.

,Napétovy kontrast®, realizovany vlivem pfritazlivich ¢&i odpudivych sil mezi dopadajicimi elektrony a
nabitymi misty na povrchu, zobrazuje napt. potencialové rozdily na povrchu polovodicovich soucastek,
na které je privedeno napéti. Je tak mozné sledovat mista, kterd jsou defektni a predstavuji bariéru pro
proud prochazejict obvodem (obr. 30).

Augerovy elektrony (AE) vznikaji, kdyz jsou elektrony vyrazeny z vnitnich vrstev elektronového obalu
atomu. V této vrstvé vznikne nezaplnénd slupka, kterd je obratem zaplnéna elektronem z vnéjSich vrstev
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BOLTEr S Napétovy kontrast na povrchu tranzistoru p¥i rizngch hodnotdch napéti.

atomu. Takto uvolnéna energie mlze byt vyzarena ve formé fotonu rentgenového zareni, ale v nékterych
pripadech je pfedana energie nékterému z elektron(i ve vnéjsi slupce, ktery ji tak méze opustit. Dostane-
lt se nad povrch latky jako Augertv elektron, jeho energie je velmi nizka a je registrovan z nanometrovych
hloubek od povrchu. Tento typ elektront je idedlni pfi popisu povrchovych jevii pevnych latek (fyzika
povrch).

Katodoluminiscence vznika, pokud elektron z valen¢ntho pasu prechazi pres zakazan( do vodivostntho
pasu, ¢imz vznikne ve valencnim pasu vakance. Rekombinaci elektronu dochdzi k vyzarent energie ve
formé fotonu ve viditelné oblasti.

Zajimava je problematika emitovaného rentgenového zarenti, které vystupuje ze vzorku po dopadu
elektrond s vysokou energil. Analgza charakteristického rentgenového zarent umozni jak v TEM, tak
i v SEM provést prvkovou analjzu preparatu. Tim se vyznamné rozsifuji analytické moZznosti téchto
pristrojt.

Spojité rentgenové zarent Rtg zareni patii do Sirokého spektra elektromagnetického zarent. Jeho vl-
nové délka, se pohybuje v rozmezi 1072 m az 1078 m. Jedna se o za¥eni se silngmi ioniza¢nimi G&inky.
Spojité rtg zarent bgva téz nazgvano jako brzdné zdreni a vznika zpomalenim urychleného primarntho
elektronu ve zkoumaném vzorku. Elektron nepruzné interaguje s jadry atomt. Energetické ztraty jsou
spojité a zavislé na prislusném urychlovacim napéti a na thlu dopadu mezi primarnim svazkem a vzorkem.
Spojitd slozka rtg zareni, emitovand ze vzorku, zhorsuje visledky analzy charakteristického rtg zarent.
Spojité rtg zérent je polychromatické, ma spojité energetické spektrum a jsou v ném obsazeny fotony
raznych vlnovych délek. Intenzita brzdného zarent je funkci energie (obr. 31). Intenzita se rychle zvysuje
v oblasti nizk(ch energii, ale velké mnoZzstvi energie brzdného zareni je absorbovano ve vzorku a v de-
tektoru, ¢imz intenzita postupné klesa k nule. Eq je energie elektron’ zplsobujicich emisi rentgenového
zareni. Ve spektru na obr. 32 je patrna spojitd slozka rtg zareni mezi ptky Au a Cu charakteristického
rtg zarent.

Intenzita
RTG A \

o Eo

ozorovana

>
Energie RTG

AOLTEFAISERE Intenzita brzdného rtg zéten jako funkce energie.

Charakteristické rentgenové zareni PFi popisu charakteristického rtg zédfeni mizeme vyjit z teorie,
ze jednotlivé elektrony se pohybuji kolem jadra atomu v urditgch orbitalech. PFi aproximaci hovorime o
kruhovych drahach neboli elektronovich hladinéch, nachazejicich se v riizné vzdalenosti od atomového
jadra. Kvantova fyzika jednotlivgm orbitaldm (hladinam) priradila urcité oznaceni. Hladiné, nachazejict
se nejblize jaddru, nalezi oznaceni K. Hladiny vice vzdalené atomovému jadru se dale oznacuji pismeny
L, M, N. Pocet hladin zaleZi na druhu atomu, presnéji na jeho protonovém C(isle, které udava zaroven
pocet elektront v obalu. Kazdé hladiné nalezi energie udavana v elektronvoltech (eV).

Z divodu rozstépent energie jednotlivgch hladin na vice podhladin mdze mit napriklad orbital L dalsi
tfi podhladiny oznacené jako Ly, Ly, Ls (obr. 33). Tyto indexy se zvysuji s tim, jak se podhladiny vzdalujt
od jadra. Podobné je to u ostatnich hladin.

Elektron patii mezi castice (fermiony) s polociselngm spinem a podléhajicim urcitému pravidlu pii
obsazovani jednotlivgch hladin. Podle tohoto pravidla nemohou byt Zadné dva nerozlisitelné fermiony ve
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ROl EPH EDX spektrum zlatem pokovengch latexovch kulidek na povrchu médéné podlozky. Mezi charakteris-
tickymi vrcholy je mozné pozorovat spojitou slozku spektra rtg zarent.
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ROLTErSSEER Prechody mezi hladinami vedouci k emisi charakteristického rtg zaven.

stejném kvantovém stavu. Tzn., zZe je povoleno, aby v kazdé energetické hladiné byly pouze dva elektrony,
a to s opacné orientovanymi spiny. Timto pravidlem je umoznén vyskyt pouze jednoho elektronu v kazdém
rozliseném kvantovém stavu. Polet elektronti, které mohou obsadit n-tou hladinu atomu je 2n?, kde n je
hlavni kvantové ¢islo. ,K hladina” atomu se tedy sklada ze dvou elektronti pro n = 1, ktera je nasledovana
,L hladinou” s n = 2 a ,M hladinou” s n = 3. Tyto uzaviené hladiny K, L, M pak dohromady obsahujt
2 + 8 4+ 18 elektron.

Prechody elektront mezi témito jednotlivgmi hladinami vedou k uvolnént energie, kterd v uréitgch
pripadech odpovidé energit rtg zareni. Vznik charakteristického rtg zéarenit nastane, pokud primarni
urychleny elektron vyrazi néktery elektron z atomu vzorku na nékteré vnitfni hladiné (blizké jadru),
napf. z hladiny K. K vyrazen( dojde pouze za predpokladu, ze je predana energie vétsi, nez je energie
kritickd (E¢) pro danou vrstvu (K, L, M, N).

Po vyraZzeném elektronu vznikne prazdné misto a nepritomnosti elektronu je narusen rovnovazny stav
atomu jako celku. Takhle ionizovany atom spéje opét do stavu s minimalni energit (do zakladntho stavu)
tim zplsobem, ze prazdné misto napr. v hladiné K je obsazeno elektronem z nékteré vyssi energetické
hladiny, napf. hladiny Ls;. Rozdil energit téchto dvou hladin L3 a K, mezi ktergmi se preskok elektronu
odehral, je vyzaren ve formé kvanta rtg zaren( nebo je energie preddna Augerovu elektronu. Tyto piechody
maji své konkrétni oznaceni, tento konkrétné K. Dals{ prechody jsou zndzornéné na obr. 33. Potom,
co elektron z hladiny L; preskoci na prazdné misto po vyrazeném elektronu na hladiné K, vznikd na
hladiné L; opét dalsi prézdné misto, které je obsazeno elektronem z nékteré nasledujict vyssi hladiny,
napt. M. Emitované zéreni mé opét svou charakteristickou energii a také své konkrétni oznacent. Energie
jsou tabelovany a vyuzivaji se pfi identifikaci sloZeni vzorku. Kazd( prvek periodické tabulky ma své
jedinec¢né rozlozent energetickych hladin a také jedine¢né hodnoty energit pri vSech moznygch povolenych
prechodech mezi dvéma hladinami.

V preneseném vygznamu tyto energie slouzi jako ,otisky prstu” kazdého chemického prvku a timto
zplisobem je tedy mozné zjistit chemické slozeni zkoumaného vzorku.

7. Detekce rentgenového zareni

Pro ziskani charakteristického spektra a nasledné vyhodnocent charakteristického rtg zarent, je dd-
lezitd rychld a presnd detekce rtg zadreni vystupujictho ze vzorku. Elektronovy mikroskop (SEM nebo
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TEM) mtGize byt vybaven analyzatorem, ktery provadi rozklad rtg zareni podle energie (Energy Dispersive
Spectrometer - EDS) nebo podle vinové délky (Wavelength Dispersive Spectrometer — WDS). Protoze
systém EDS je béznéjsi, predevsim z diivodu nizsich pofizovacich néklad(i a rychlejsiho ziskani spektra,
bude popsan predevsim jeho princip; o0 WDS se zminime okrajové.

7.1. EDS detektor rentgenového zareni

Dneén{ EDS detektory jsou schopny registrovat vice nez 10° rtg pulzi za sekundu a roztfidit je
v mnohokanalovém analyzatoru do podoby charakteristického spektra.

Zpravidla EDS rtg detektory (obr. 34) maji Si(Li) detektor chlazen( kapalngm dusikem (LN). Ten je
schopen poskytnout mikroanalgzu s vysokym rozliSenim car charakteristickych energit ve spektru.

A0S S Thermo Scientific NanoTrace detektor rtg zaten.

Tyto typy detektor(i vyuzivaji aktivni oblasti od 10 do 50 mm?2. Energeticka citlivost a vysoké rozlient
dovoluji presnou kvalitativni a kvantitativni analjzu. Schéma polovodic¢ového Si(Li) detektoru ilustruje
obr. 35.

—500V

rtg zérent

P oblast

mrtva vrstva 0,1 mm)
Au kontakt

(20 nm) Li driftovact oblast

N oblast
Au kontakt

(200 nm)

e clektrony
o diry

+ Obrazek 35: BN (Li) polovodicového detektoru.

Detektor pracuje na principu obracené polarizované PIN diody. Kdyz rtg zérent interaguje s polovodi-
¢em, dochdzi k ptechodu elektronti z valenéntho pasu do pasu vodivostntho a vytvoreni paru elektron-dira.
Vysokoenergetické elektrony ztrati energii v kfemiku (Si). Charakteristické rtg zéarent s typickou ener-
git vice nez 1keV mize vygenerovat tisice parti elektron-dira. Pocet vytvoren(ch para elektron-dira je
primo umérny energii prichazejictho rtg zareni n = % kde E, je energie foton( rtg. zarent a w pramérna
energie potfebna na vytvoreni 1 paru (pro Si ws; = 3,6 eV). Amplituda napétového impulsu je vyjadiena

vztahem

en ek,
U = — = ,
C wC

kde e je elementdrni ndboj a C celkova kapacita systému.

Jelikoz rtg zarent pronikd hmotou mnohem snadnéji nez elektrony, potfebujeme pro rtg zarent vnitrni
oblast mezi P a N polovodi¢em o tloustce asi 3mm k tomu, aby vytvoftila pary elektron-dira. PouZzivany
kiremik obvykle obsahuje necistoty akceptorového druhu (P polovodic), proto je dopovéan lithiem (Li).
Lithium nasyti akceptorovou primés a polovodi¢ ma jen vlastni vodivost. Elektrony a diry vygenerované
rtg zarenim predstavuji velmi maly ndboj (asi 107" C). Shér vétdiny signdla zajistuje zdporné predpéti
mezi Celni a zadn( sténou, které jsou pokryty tenkou kovovou vrstvou z Au ¢i Ni (10 az 20 nm na celni
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sténé a 200 nm na zadni sténé). Aplikujeme-li zavérné napéti, zaporng ndboj je disklokovan na P oblasti
v predni ¢asti detektoru a kladng ndboj na zadni ¢asti. Elektrony a diry jsou oddélené a miize tak byt
méren puls elektrond v zadnim ohmickém kontaktu. Nasledné je signal zesilen tranzistorem rizengm
polem (FET). Velikost tohoto pulsu je Umérna energii rtg zarent, které vygenerovalo pary elektron-dira.

Chlazeni detektoru je nutné z diivodu omezenti tepelné energie, ktera by aktivovala pary elektron-dira
a zvySovala tak troven Sumu. Dale by hladina Sumu ve FET maskovala signaly z nizkoenergetického rtg
zareni. Z téchto divodl chladime detektor i FET kapalngm dusikem ze zdsobniku — Dewarovy nadoby.

RozliSovact schopnost detektoru je bézné dosahovéna v hodnotdch 140eV na Mny, a 80eV na Ck,.
Mezi detektorem a komorou je beriliové okénko, které zabrafuje kondenzaci nelistot na detektoru.
Odsunutim okénka je mozno méfit na nizsich energiich.

Vedle pojmu EDS , Energy Dispersive Spectrometer” se mtizeme setkat také s EDX, coZ je oznadent
pro ,,Energy Dispersive X-Ray Analysis”. Existuji dva pristupy jak provést EDX mikroanalgzu. Kvalita-
tivni EDX mikroanalyza, kterou mizeme detekovat prvky v urcité oblasti vzorku. Rozsah detekce prvki
zalezi na citlivosti konkrétntho detektoru, na protonovém cisle studovaného vzorku a na délce expo-
zi¢ntho casu pii nacitént EDX spektra. Kvantitativni EDX mikroanalyza vychédzi z porovnant spekter.
Srovnavaji se intenzity ¢ar rtg zareni mérenych prvki ve studovaném vzorku s intenzitami odpovidajicich
¢ar produkovanych z urcitého standardu.

7.2. WDS detektor rentgenového zareni

Tento zplisob detekce charakteristického rentgenového zareni vede k ziskdni mnohem presnéjsiho
spektra energit a tim k presnéjsimu stanoveni chemického slozeni analyzovanych mikroobjemd. Princip
detekce je naznacen na obr. 36.

dopadajici primarni
elektronovy paprsek

fokusacni kruznice

synteticky
krystal

ROLTEFERELH Princip detekce charakteristického rtg zéFen{ u WDS.

Pri WDS se vyuziva Braggova vztahu 2dsin 8 = n.A pro difrakéni maxima, z néhoz lze pii zndmém
d urcit A a tim i energii rtg zaren(. Zakladem detekce je krystalovy detektor se syntetickgm krystalem,
pripadné systémem krystalli s velkou vzdalenostt krystalovych rovin d, aby byla umoznéna i analyza
lehkych prvki (Be, B, C, O, N). Energie dopadajictho svazku elektroni must byt 2 az 2,5krat vyssi nez
je excitacni energie (energie absorpéni hrany) pro dany prvek. Touto metodou vSak miizeme dosahnout
mnohem vyssiho rozliseni energit az 5eV (oproti 150 eV u EDS).

WDS EDS
Vysoké spektralni rozlisent (2-6eV) Nizké spektralni rozlisent (130-155¢€V)
Nizst ucinnost pii nabirdnt spektra (pomalejsi) Vysoka ucinnost pri nabirant spektra (rychlejsi)
Vyssi citlivost na zménu geometrie vzorku Nizsi citlivost na zménu geometrie vzorku
Ridké artefakty ve spektru Casté artefakty ve spektru
Nevyzaduje LN, Vyzaduje LN,

Dochézi k pohybu mechanickych ¢asti Nedochazi k pohybu mechanickgch ¢asti

Je nutna relativné vysoka energie svazku Nizkd energie svazku nent problémem

Nékladné zatizent Méné nakladné zatizent

RIEUTIUERE Porovnani WDS a EDS mikroanalytickgch metod.
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7.3. Zavislost velikosti excitacniho objemu na urychlovacim napéti

Excitacni objem je nejvice ovlivhén urychlovacim napétim primarntho svazku elektron(i. Ve snaze
dosédhnout vétsiho excitacniho objemu lze zvysit energii dopadajicich elektronti na desitky keV. Priméarni
paprsek s vyssi energil dokaze proniknout hloubéji do vzorku. Elektronovy svazek paprski musi mit
energii vétsi nez je kritickd hodnota energie (E.), potfebna k ionizaci atomu uvolnénim elektronu z vnitini
hladiny elektronového obalu atomu. Hodnota E. se zvySuje pro elektrony v hladiné nejblize jadru. Pro
K slupku je E. vyssi nez pro hladinu L. Atomy s vyssim protonovgm cislem maji vice elektron(i v obalu
a proto je i E. vyssi. Jak velké hloubky excitacnt objem dosahne, lze priblizné vypocitat pomoci stiednt

hloubky penetrace ve vzorku podle vzorce
R =0,33(E; — E?)/p,

kde R je stfedni hloubka penetrace, Eq energie primarniho elektronu (v keV), E. kriticka tonizac¢ni energie
(keV) (pro Aupy,, = 2,123keV) a p hustota vzorku (v g/cm?®) (pas = 19,32 g/cm?). Nasledujici tabulka 2
obsahuje vypoctené hodnoty hloubky penetrace ve zlaté pro hodnoty urychlovactho napéti 5kV, 10kV a
15kV.

EolkeV]| 5 10 15
R[nm] | 35 163 376

RIEETUSIPH Stiedni hloubky penetrace pro jednotliva urychlovaci nap&tt.

Volba optimalnitho urychlovactho napéti je dalezitd pro optimalizaci podminek EDX mikroanalygzy.
Souvisi s G¢inngm tonizaénim priifezem a obecné se dé konstatovat, Ze vétsi urychlovact napéti usnadiuje
excitaci, zvysuje penetraci elektrond do hloubky, ale tim zvysuje i absorpci rtg kvant vygenerovanych ve
vzorku. Kvili Géinkdm absorpce, kterd mize zhorsit vyhodnoceni EDX spekter, by volba primarni energie
elektronu neméla byt prilis vysokd. Pouzité urychlovaci napéti se zpravidla pohybuje kolem 15KkV.

7.4. Priprava vzork( pro elektronovou mikroanalyzu

o

Naprasena vrstva pro eliminaci povrchového naboje u nevodivjch preparat( (biologické preparaty,

...) zplUsobuje problémy pfi analgze prekryvem pik(i napraseného kovu (¢im tézsi prvek, tim vice car).
Preparaty musi byt cisté a nekontaminované (hydrokarbonaty, prach, ...)

8. Parametry zobrazent a uprava obrazu v SEM

Zatimco v TEM mGzeme dosahnout jen pseudo-3D efektu pii pozorovani tenkych Fezd, charakteris-
tickgm obrazem v SEM je 3D obraz s vysokou hloubkou ostrosti. Obraz v SEM vzniké bod po bodu, radek
po fadku skenovanim povrchu vzorku. ZvétSent obrazu je proto rovno podilu velikosti L hrany obrazu na
monitoru a velikosti intervalu L’ zobrazovaného povrchu vzorku

L
Z= T
Rozsah zvétsSent pouzivangch v SEM se pohybuje v rozmezi od 5 az po 600000. Maximalni hodnota
zvétSeni SEM je soucasné rovna velikosti jeho uzite¢ného zvétsent.

RozliSovact mez SEM zavisi predevdim na priméru stopy fokusovaného elektronového svazku na
povrchu preparatu. U nejbéznéjsich pristroji s wolframovou primo zhavenou katodou se rozliSovaci mez
pohybuje v rozmezi 10 az 15 nm. V novéjsich typech vgkonnych SEM se pouzivaji autoemisni elektronové
trysky, které maji mnohem mensi primér katody. Tyto typy SEM pak umoziuji dosdhnout rozliSovact
meze az 1nm. RozliSovaci mez SEM je (stejné jako v TEM) déle ovlivhéna mnoha vadami zobrazent
(chromaticka vada, otvorova vada, astigmatismus, aj.). Tyto vady lze minimalizovat clonkami a specidlnimi
druhy elektromagnetickych cocek, které jsou umistény v elektronoptické soustavé SEM.

Pro hloubkou ostrosti Ly obrazu vytvoreného pomoci SEM (obr. 37) plati vztah:

C/o
Lo=—,
Za
kde dp je rozliSovact mez oka (0,2 mm), a aperturnt thel (v rad) a Z zvétSent SEM.
Z uvedeného vztahu je zi'ejmé, ze s rostoucim zvétsenim SEM klesé hloubka ostrosti vzniklého obrazu.
Proto musime pii zobrazovani pomoct SEM volit kompromis mezi zvétSenim a hloubkou ostrosti obrazu
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ROLTEPSRYA Zndzornéni intervalu Lo (hloubka ostrosti).

tak, abychom dosahli optimalni hloubky ostrosti v zobrazen(ch detailech povrchu preparatu [14]. Pro
pripad plochého zobrazeni povrchu integrovaného obvodu (obr. 38) nent nutnad vysoka hloubka ostrosti
a prevazuje potieba dosdhnout vyssi rozliSovaci schopnosti, zatimco u prepardtu na obr. 39 je tomu
naopak. MiZe jim bgt hmyz, ¢lenité krystaly nebo jiné objekty. Ve viech pripadech je pro nas rozhoduijict
dostatecna hloubka ostrosti, zajistujici prijatelné ostré zobrazent v celém objemu vzorku.

‘*\*«.IJ y /

veela 1.0kV 41.3mm x15 SE

ROLTERAISEEH Krevnt buitky a snimek hmyzu.

Uvedme ve stru¢ném prehledu nejcastéjsi priciny vedouci ke snizent kvality vgsledného obrazu.
1. Neostrost zptsobend:

e Spatnou volbou urychlovactho napéti,

e nestabilitou zdroje elektronového svazku, napr. zpisobena nedostate¢ngm zhavenim katody,
e chybngm serizenim primarnitho elektronového svazku,

e nedokonalym vycentrovanim aparatury objektivu,

e nedostatecnou korekcl astigmatismu,

e prilis velkgm zvétsenim,

e Spatné fokusovanym svazkem elektronti (nezaostieno),

e znacnou plosnou hustotou ndboje na povrchu vzorku,

e nezaostfenym fotoapardtem nebo CCD kamerou.
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2. Celkové nizkd kvalita obrazu miaze byt zapricinéna:

e Spatnou volbou urychlovactho napéti,

e chybngm nastavenim velikosti proudu primarntho svazku elektrond,
e zietelngm Sumem vyvolangm nadmérnym zesilenim fotonasobice,

e chybné nastavenym jasem a kontrastem pro snimant obrazu,

e nevhodnou vzajemnou polohou vzorku a detektoru,

e nedokonale pripravenym vzorkem,
3. Faktory zptsobujici lokdlni poruchy obrazu z divodu:

e nestability emise elektronového déla,

e znacné plosné hustoty naboje na povrchu vzorku,
e mechanickych vibraci,

e vnéjsiho elektromagnetického pole,

e necistot na vzorku.
4. Deformace vzorku miZe byt zptisobena:

e termickgm poskozenim primarnim elektronovgm svazkem,
e zménou teplotntho gradientu vzorku,
e zkreslenim zplisobengym naklonem preparatu,
e velkgm ploSngm ndbojem na povrchu vzorku,
e poskozenim vzniklgm pii pripravé vzorku.
Existuje celd Ffada zpUlsobt, jak se vyse uvedenym problémiam vyhnout. Dnesni pristroje dokdZou i
samy optimalizovat parametry pro dosazeni dokonalého snimku. Musime vsak mit minimalni hodnotu

proudu ve svazku, abychom nezvysovali Sum detektoru. Nasledujici obrazky 40a) az 40d) porovnavaji
rizné hodnoty urychlovactho napéti v zavislosti na prokreslent detaili vzorku.

a) struktura zfetelnd ~ UN 5kV a) maly povrchovy naboj U 15 kV

a) nevyrazna struktura UN 30 kV a) velky povrchovy ndboj UN 45kV

BOLTEr I Prokreslent detailti biologického vzorku pii réizngch hodnotéch urychlovactho napéti.

Nesprdvna volba urychlovaciho napéti u skenovactho elektronového mikroskopu

P¥i charakterizaci vzorkd pomoci skenovact elektronové mikroskopie je Spatna volba urychlovaciho napéti
jednim z nejcastéjSich problémd. V pripadé nevodivich vzorkli (pokud nejsou pokoveny) je tfeba volit
nizkéd napéti (0,5—1,5kV). Pokud by bylo nastaveno vyssi napéti, dochazelo by ke zna¢nému hromadént
elektrond v prepardtu a jeho nabijent (viz kap. 11.1). To se projevuje deformacemi méreného vzorku a
ztrdtou ostrosti obrazu. Na snimcich se nabijeni prepardtu projevuje svétlgmi plochami (obr. 41), které

zcela znehodnocuji snimek.
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OLTErS S Zobrazeni chrupavky v SEM s efektem nabijent.

PFi pozorovani néktergch nevodiv(ch vzorkl v rezimu sekundérnich elektront pfi urychlovacich na-
pétich do 3kV je mozné pozorovat zajimavy jev. Misto obrazu pozorovaného preparatu bylo sekundarnimi
elektrony vytvoreno tzv. ,zrcadlent detektor(” (obr. 42). Jev zrcadlent lze vysvétlit nasledujicim zpGsobem.
V analyzovaném preparatu se hromad( elektrony, které diky Spatné vodivosti vzorku nejsou z preparatu
odvadény. Ty poté vytvori natolik silnou bariéru, ze dalsi dopadajici primarni elektrony se pouze odpudi
od preparatu a dopadaji na vnitfni stény mikroskopu, kde vybud( sekundarn{ emisi. Vzorek se tedy stava
v podstaté zrcadlem.

OIS SEPH Zrcadlent preparatové komory SEM.

9. Environmentalni skenovaci elektronova mikroskopie

Environmentalni skenovact elektronové mikroskopie (eSEM) predstavuje jeden z vjvojovych trendd
v elektronmikroskopickych metodach. Umoznuje zkoumant vzorkli zivé i nezivé prirody v podminkach
vysokého tlaku plynd az 3kPa, ve ktergch se nejen povrch nevodivého preparatu nenabiji, ale dokonce
lze uchrénit vlhk( vzorek pred vyschnutim. Pristroje eSEM pfitom umoZziuji pracovat i ve vakuu pod
1073 Pa, odpovidajicimu podminkam pozorovani v klasickém skenovacim elektronovém mikroskopu.

Je-li tlak plynt v komore vzorku eSEM vyssi nez priblizné 200 Pa, dochazi k ionizacnim srdzkam pri-
marnich i signadlnich elektron(i s atomy a molekulami plynti v okoli preparétu a vzniklé ionty kompenzuijt
nabijeni vzorku dopadajicimi elektrony. Tento proces umoziiuje pozorovani elektricky nevodiv{ch vzorkd
bez nutnosti pokrytt jejich povrchu elektricky vodivou vrstvou. Je-li v komote vzorku tlak plynt, nejlépe
vodnich par, vyssi nez 611 Pa (pfi teploté 0°C), lze pozorovat objekty obsahujici mensi ¢i vétsSi mnozstvi
vody bez vyschnutl a zborcent jejich struktury.

9.1. MozZnosti eSEM

e Studium detailli struktury povrchii vodivych i nevodivych vzork( pochézejicich z zivé i nezivé piirody
o rozmérech nanometr(i az milimetra.

e Studium vlhk{ch vzork a vzorkt na fdzovém rozhrani skupenstvi (procesy kondenzace, vyparovanti,
tani, tuhnuti, atd.)

e Studium vzork( v podminkdch mechanického i tepelného naméhéni v prostiedi vakua, nebo riizn(ch
druht plynt s volitelnou vlhkosti.

e Studium materidlového, topografického, popt. napétového kontrastu (umoziujictho zobrazit nahro-
madént a rozlozen( elektrického ndboje, napriklad na hradlech tranzistort).

e Studium reakct rtzngch chemick(ch latek v komore vzorku mikroskopu.

26



e Studium chemicky agresivnich latek, napriklad bateriovych hmot.

e Studium rdzngch druhl vzorkl v podminkéach blizicich se atmosférickému tlaku.

10" Torr
10 Torr

" Obrazek 43: Specialn{ tlakové clonky oddélujici prostor tubusu s vysokgm vakuem a prostor preparatové komory
s nizkgm vakuem (az s atmosférickgm tlakem).

eSEM mikroskop musi mit v tubusu stejné vysoké vakuum, jako ostatni elektronové mikroskopy.
Prostor prepardtové komory, kde je vakuum nizké, je oddéleno specialni tlakovou clonkou (obr. 43). De-
tektory, které jsou v eSEM vyuzivany, toleruji pfirozené prostredi preparatu (proto také environmentalni
mikroskopy). Nejsou citlivé na svétlo a teplo a umoziuji zvgsent Gcinnosti detekce. Z obr. 44 vyplyva,
ze dochazi k ionizaci plynu uvolnénymi elektrony ze vzorku. lonizovany plyn nejenze kladngmi ionty
potlacuje nabijent preparatu, ale pfi ionizaci dochazi k vyssi tvorbé elektrond, které zvysujt Gcinek de-
tekce. Nasledujicl snimky na obr. 45 ukazuji nékteré z mnoha aplikaci, které by nebylo mozné realizovat
v klasickém SEM.

ROl SRR Priklady aplikact eSEM: zleva rozpousténi krystalti NaCl, kapky vody na lidském vlase a %iva msice.

10. Priprava vzorkit pro TEM

Hlavnim cilem pripravy vzorku jak pro TEM, tak i pro SEM, je ziskat reprodukovatelngm zplisobem
presnou morfologickou informaci o preparatu a maximalnim zpdsobem potladit jakékoli artefakty v jeho
objemu.
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Pro zachycenti ultratenkych tezd, replik povrchu nebo suspenze bunék nebo ¢astic se pouziva tenka
folie, transparentni pro elektrony. Podminkou je, aby byla stabilni vic¢i urychlengm elektrondim a méla
nizkou zrnitost. Z diivodu eliminace absorpce elektron(i ve félii musi mit tloustku kolem 20 nm. Nejvice
se pouzivaji uhlikové a plastové félie. Uhlikové maji casto otvory, aby pozorované struktury nebyly
ovlivnény uhlikovou vrstvou (holey carbon — obr. 46). Jako plastovad félie se pouzivd Formvar fedény
v etylendichloridu o koncentraci mensi nez 0,5%). Piiprava plastové félie je snadna, uhlikové vrstvy je

mozné pripravovat napafovanim. V dnesni dobé je mozné zakoupit uhlikové félie, nanesené piimo na
podloznt sitku.

b

‘ \J
e

Sitka pro TEM predstavuje pevnou podporu pro fdlie a ultratenké rfezy nebo suspenze ¢astic. Bgva
vyrobena z médi, kterd je diamagnetickgm materidlem, neovliviiujicim prochézejici elektrony. Sitky se
list procentem otevi‘ené plochy a perioda sitovani se oznacuje v ¢arach na palec (obr. 47).

ROLTEFEEH Holey carbon folie.

ROLTErS YA Podlozni sitka s oznadenim Mesh 100 a Mesh 300 (¢ar/palec).

Postup nanesent félie na sitku je znazornén na obr. 48:
a — skli¢ko ponorit do roztoku s Formvarem,

b — vysusit v bezprasném prostredi,

¢ — félii splavit na hladinu vody,

d — podloznt sitku dat na prouzek papiru, ponofit pod félii a vytahnout.

- Obrazek 48: Postup naneseni formvarové félie na sitku.

10.1. Ultratenké fezy

Vrstvou biologického prepardtu o tloustce 100 nm, kterj md mérnou hmotnost p = 1000kg.m3,
prochdzi pii urychlovacim napéti 50kV priblizné 50 % elektrond. Z toho vyplyva, Ze neni mozné pozorovat
celé bunky. Obvykléa tloustka tenkého rezu je kolem 50 nm. Siln&jsi prepardty by snizovaly penetracni
schopnosti elektronll. V pripadé, ze projdou, ztrati rychlost, a to zv(si chromatickou aberaci a ztizi
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zaostren( pozorovaného preparatu. Vzorky pro transmisni i skenovaci elektronovou mikroskopii nesmi

obsahovat vodu, protoze v mikroskopu jsou vystaveny vysokému vakuu a v ném by mokré vzorky okamzité

zmrzly a pii sublimaci ledu by se deformovaly. Predtim vSak musi byt biologicky preparat fixovan, aby

byla vérné reprodukovéna jeho ultrastruktura. Z toho je patrné, ze pro samotné vytvareni ultratenkych

fez( must byt tkan specidlné pripravena. Kompletni priprava zahrnuje odbér tkdné nebo bunék, fixaci

preparatu, odvodnénti, kontrastovant, zaliti do bloc¢ku a teprve potom nasleduje krajent na ultramikrotomu.
Obecné existuji dva zplisohy jak pripravit vzorky pro TEM:

1. Do mikroskopu piimo vklddame cel( studovany objekt, p¥ipraveny podle obvyklych pravidel. Jedna
se bud o suspenze virt, bakterit nebo izolovangch bunéc¢nych organel, které mézeme v mikroskopu
pozorovat celé, nebo z vétsich vzorkl jsou pripraveny ultratenké rezy.

2. Druhq zplisob predstavuje neprimé pozorovant ultrastruktury, kdy v mikroskopu pozorujeme repliku
(otisk) studovaného objektu, nikoliv samotny objekt.

10.2. Fixace

Prvnim krokem pripravy preparatl pro TEM je fixace. Jejim cilem je zachovat buné¢nou ultrastrukturu
s minimem zmén oproti nativhimu stavu, zabranit degrada¢nim procesiim a stabilizovat vzorek pro dalsi
kroky pripravy. K fixaci biologickych objekt(i se pouzivaji chemické nebo fyzikalni metody. Je ddlezité
st uvédomit, Ze zatim neexistuje univerzaln{ fixa¢nt postup, kter( by byl vhodny pro v8echny typy tkant
a bunék. Stanoveni vhodného postupu je tfeba pro kazd( vzorek hledat experimentalné, pricemz na
zacatku je mozné vychézet ze vSeobecné platnych zasad.

Chemickd fixace je zaloZena na reakci néktergch chemick(ch cinidel se slozkami biologickych ob-
jektd, které vedou k jejich stabilizaci a imobilizaci bez vétsich ultrastrukturalnich zmén. Chemicka fixac¢ni
¢inidla se délt do skupin koaguldtord a nekoagulator(. Koagulatory denaturujt proteiny a zptsobuijt je-
jich precipitaci. JelikoZ pri tomto typu fixace nevznikaji zadné vazby mezi rizngmi molekulami, oznacuje
se také jako neaditivni. Mezi tato fixa¢ni Cinidla patfi napt. metanol, etanol nebo kyselina chlorovo-
dikova. Nekoagulatory fixujl tak, ze dochazi k preméné cytoplasmy v gel transparentnt pro elektrony.
Casto se oznaduje také jako aditivni fixace a z hlediska elektronové mikroskopie nejlépe zachovava bu-
nécnou ultrastrukturu. Prikladem tohoto typu fixacnich ¢inidel jsou glutaraldehyd, oxid osmicely, nebo
manganistan draselng.

Kvalitu fixace vSak ovlivituje cela fada faktord, z nichz uvedme ty nejdulezitéjsi: vgbér fixa¢niho cinidla,
velikost vzorku, zplsob fixace, koncentrace a rychlost penetrace fixa¢ntho ¢inidla, teplota, osmolalita a
pH fixa¢niho roztoku, délka fixace, pridavky dalsich latek ovliviiujicich prabéh fixace.

Tyto faktory se ovliviiuji navzdjem a v mnoha pripadech je tfeba volit urcité kompromisy. Napt. teplota
ovliviiuje rychlost difize fixacntho cinidla a tim i dobu fixace. Penetra¢ni rychlost je ovlivnéna velikosti
preparatu apod. V nasledujicim textu zminime jen nékteré typické priklady fixa¢nich roztokd a uvedeme,
pro které typy preparatt jsou vhodné.

Osmium tetroxid (OsO4) Dobre reaguje s lipidy a fosfolipidy, stabilizuje bunécné proteiny formujict
cytoplasmu, naopak Spatné fixuje karbohydraty (glykogen) a nukleové kyseliny.

Doba fixace se pohybuje od 30 do 90 minut. Kratky ¢as vede k nedostatecné fixaci, dlouhy ¢as mize
zase veést az k rozpadnuti tkané. OsO4 penetruje do tkané pomaleji z divodu pomalé difize velkgch
molekul. V pfipadé OsO, obvykle urychluje fixaci vyssi teplota a pomoci pufri se udrzuji roztoky p¥i pH
blizkém 7.

Aldehydy Pro pripravu preparatli v elektronové mikroskopii jsou z této skupiny nejpouzivanéjsi formal-
dehyd a glutaraldehyd. Dobie fixuji bilkoviny, cytoplasmu a lysosomy. Spatné stabilizuji v buiikach
lipidy, coz se da napravit osmiovou postfixaci. Glutaraldehyd mé relativhé malou viskozitu (M, =
100,12 g/mol). V koncentracich 1-6% se vétSinou misl s kakodylanovgm pufrem o pH 7,2. Rychle pe-
netruje do tkant a bunék. Mirné deformace bunék se da odstranit manganistanovou fixact.

Manganistanové fixace Pouzivaji se zejména pro fixaci rostlinngch pletiv a bunék. Dobre fixuji chlo-
rofyl, vgborné fixuji cytoplasmatické membrany a struktury obsahujici lipidy a lipoproteiny. Nevghodou
manganistanové fixace je, Ze po ni mizi ribozomy a rusivé pasobi také granulace, kterd se vsak da od-
stranit predfixact glutaraldehydem, piipadné pouzitim acetonu misto etanolu pii odvodnéni. Doba fixace
se pohybuje od 15 do 50 minut, teplota ani pufr nejsou rozhodujici. Podle néktergch autord pufrované i
nepufrované roztoky davajt stejné vysledky.
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10.3. Podminky fixace

Jak jiz bylo uvedeno, visledek fixace je zavisly na celé fadé faktorl. Pokusme se shrnout nejdulezitéjsi
z nich. S vyjimkou manganistanu draselného, kter( se uzivé rozpustény v redestilované vodé, vsechny
ostatni fixa¢nt ¢inidla se aplikuji rozpusténé v pufrovacich roztocich. Divodem je, aby se fixa¢ni roztok co
nejvice blizil svymi vlastnostmi (pH, teplota, osmolalita apod.), prostredi, ve kterém se vzorek nachazel
do chvile odebrant a nedoslo k reakci fixovaného objektu na zménu vnéjsiho prostredi(, ktera by mohla
vést k jeho poskozeni, napr. smrstént fixovangch bunék.

Koncentrace fixacniho cinidla zavisi na druhu fixovanych objektd a zplsobu fixace. Pro glutaraldehyd
se doporucuji koncentrace v intervalu 1-3 % v pripadé izolovanych bunék a perflizni fixace, 3-6 % pro tkané
a imerzni fixaci. Podobna doporucent plati i pro formaldehyd. U OsO4 se doporucuje koncentrace 1-2%
a to jak pro primarnt fixaci, tak pro postfixaci.

pH fixacniho roztoku zavisi na typu fixovaného vzorku. Priimérné pH extracelularni kapaliny ¢lovéka
je blizké hodnoté 7,4, oproti tomu pH intracelulédrni kapaliny kolisd v rozmezi 6,0-7,5. Doporucovana
hodnota pH fixa¢niho roztoku se pohybuje v intervalu 6,7-7,1. V této oblasti se da ocekévat dobra reak-
tivita glutaraldehydu a rovnéz i stabilita roztoku OsO,. K udrzent pH ve zvoleném intervalu se pouzivaji
tlumict roztoky. Nepufrované aldehydické roztoky zptsobuji pouze malou zménu intracelularntho pH,
naproti tomu v pripadé roztok(i OsO4 mize pH klesnout na hodnotu mezi 2 a 3 a pouziti nepufrovanych
roztokd nepfipada v tvahu.

Vlastnosti pufrii — na pufry pouzivané v elektronové mikroskopii jsou kladeny vysoké naroky. Kromé
dostatecné tlumict kapacity by mély byt chemicky stabilni a odolné proti degradaci enzymy a jingmi
biologicky aktivnimi latkami, nemély by bt cytotoxické, nemély by disociovat a uvoliovat fyziologicky
ucinné tonty vapniku, drasliku, sodiku apod., nemély by tvorit precipitaty, interferovat s fixa¢nim cinidlem,
inhibovat nebo naopak stimulovat bunécné funkce atd. Z celé velké skaly tlumicich roztok(i nenajdeme
ani jeden, ktery by beze zbytku spliioval uvedena kritéria. Mezi nejpouzivanéjsi v soucasné dobé patii
fostatov a kakodylanovy pufr a pufry oznacované zkratkami TRIS, PIPES, HEPES apod., které jsou
vétsinou organickgmi derivaty aminokyselin. Mezi prednosti uvedeného seznamu pufrii patii predevsim
nizky stupen toxicity, kompatibilita s fyziologickgmi funkcemi bunék, snizen( extrakce lipidd, proteint a
dalsich bunééngch komponent v priéibéhu zpracovani materidlu.

Pridavky jingch ldtek — nékteré latky svoji pritomnosti ve fixaénim roztoku selektivné fixuji urcit
organely, nékteré ovliviiujl reaktivitu fixacniho cinidla, rychlost jeho pronikdni do tkané apod., ¢im
ovliviiuji vysledky fixace (peroxid vodiku, Saponin, dimetylsulfoxid, Tanin, ferokyanid draselny).

Osmotické vlastnosti fixacniho roztoku — bunky obsahuji velké mnoZzstvi intraceluldrnich roztok, které
jsou uzavieny a navzajem od sebe oddéleny semipermeabilnimi membranami. Vné bunék jsou extrace-
luldrni kapaliny a v zivém organismu membrany funguji jako selektivni bariéry a propoustéji do tohoto
vyrovnaného systému jen nékteré latky a vodu. Pohyb vody pres semipermeabilni membrany je dan
rozdilem koncentract roztokd, které oddéluje, a sice ze strany nizs{ koncentrace roztoku smérem k vyssi,
ktery zeduje. Cim je rozdil koncentraci vy, tim véti je tlak vody na membranu. Tento tlak se oznacuje
jako osmoticky a udavad hydrostaticky tlak, kterg by bylo tfeba vyvinout na strané koncentrovanéjsiho
roztoku, aby se zabranilo proudéni vody do néj. Pri fixaci je dlilezité, aby vzorky po ponorenti do fixa¢ntho
roztoku nebyly vystaveny velké zméné osmotického tlaku, aby nepfijimaly vodu ani ji neuvoliovaly, coz
by mélo za nésledek velkou objemovou zménu bunék. Roztoky, ve kterjch dochazi ke zvétSent objemu
bunék se oznacuji jako hypotonické, opacné plsobi hypertonické roztoky. Idealni jsou izotonické roz-
toky, které nevyvolévajt objemové zmény. Pravé takovgmi by mély byt fixacni roztoky. Tlak elektrolytt
je vzdy vyssi nez neelektrolytl, protoze jejich molekuly disociuji na vice casti. Proto 0,16M roztok NaCl
ma napft. stejnou osmolalitu jako 0,3M roztok glukédzy. PFi stanovent optimalnich osmotickych vlastnosti
se vétsinou vychazi z osmotické koncentrace lidského séra, ktera je asi 300 mOsm/kg. Pri fixaci je v(-
hodné fixovat mirné hypotonickgm roztokem, aby obsah fixa¢ni latky proudil dovniti bunék. Membrény
si vSak pri fixaci glutaraldehydem dlouho zachovavaji své semipermeabilni vlastnosti a glutaraldehyd
nepati{ k latkdm, které by ochotné poustély dovnité bunék. Casto ztistavaji buiitky osmoticky aktivni i po
fixact GA a pfi pouziti vypiractho roztoku s nevhodngmi osmotickgmi vlastnostmi miZe stéle dojit k jejich
poskozent.

PFi urcovant osmotické koncentrace fixacniho roztoku je tfeba stanovit tzv. ticinnou osmolalitu, ktera
se mlze lisit od celkové, napf. GA v koncentraci 2-6 % nent osmoticky aktivni. OsO4 naproti tomu okamzité
ni¢t semipermeabilni vlastnosti membran a v tomto pripadé se ucinnd osmoticka koncentrace rovna
celkové, véetné podilu OsOs.

Snizeni osmolality roztoku lze docilit pridanim vody, zvsSent pridavkem glukézy a sacharézy nebo
kationttl (K*, Na*, Mg?*, Ca?*). Vsledny vzhled ultrastruktury vypovi, zda mél fixaéni roztok sprav-
nou osmolalitu. Scvrknuté bunky a bunécné organely byly fixovany hypertonickym roztokem, zvétsené

é
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buriky a organely, kulatd jadra hypotonickgm roztokem. Nejcitlivéji reaguji na nevhodnou osmotickou
koncentraci mitochondrie.

Teplota fixacniho roztoku — na jedné strané do znacné miry ovlivituje penetracni rychlost fixacntho
¢inidla a na druhé strané rychlost autodegradacnich a autolytickgch procesli ve fixovaném materiélu.
Zatimco pro pronikanti fixacntho roztoku do bunék je vhodnéjsit vyssi teplota, pro zbrzdént autodegradac-
nich procest teplota nizsi. Na urceni vhodné teploty ma vliv celd rada faktor(, predevsim zplsob fixace,
napt. pri perfizni fixaci je vhodné upravit teplotu na hodnotu Zivého organismu. Uréeni konkrétn{ teploty
fixa¢ntho roztoku je vzdycky kompromisem mezi nékolika faktory.

Doba fixace — zévisi na velikosti fixovaného materialu, teploté fixa¢niho roztoku, jeho slozent, zptsobu
fixace atd. Obecné neplati, ze ¢im déle fixujeme, tim lepsi vysledky, nebot proteiny zménéné na gel reakcl
s glutaraldehydem po case kapalni a potom jsou odplaveny béhem dalsich krokd pripravy. Bylo zméreno,
ze pramérna rychlost penetrace fixacnich roztokl pii pokojové teploté je 0,2 az 0,34 mm/hod. P¥i imerzni
fixaci vzorku o velikosti 1 mm? pronikne fixa¢ni roztok do jeho stfedu za 1,5 aZz 2,5 hod. P¥i celkové délce
fixace 3 hod jsou v3ak bunky ve stfedu vzorku fixované pouze za 30 min, zatimco na povrchu 3 hod. Pfi
pokusech stanovit optimalni délku fixace se ukdzalo, Ze na imobilizaci pohybu v rostlinné cytoplazmé
potreboval glutaraldehyd 15-20 min, formaldehyd 30 min a akrolein 6 min.

Mnozstvi fixacniho roztoku a promichdvdni — zavisi predevsim na zplsobu fixace. Pri imerzni fixaci
se doporucuje, aby objem roztoku byl asi 1000krét vyssi nez objem fixovaného vzorku, aby byl zajistén
dostatek fixa¢niho ¢inidla. Tedy na fixaci 5 kusti vzorku o objemu 1mm?® by se mélo pouZit asi 5ml
roztoku. Pri perfliizni fixaci bgva objem spotifebovaného fixacniho roztoku jesté vyssi. Stejné dulezité je i
jemné promichavant pri fixaci, aby se podpofila penetrace fixa¢ntho roztoku do vzorku.

Zplisob fixace — je vétSinou nejvice ovlivnén tcelem pokusu. Nejbéznéjsim, nejjednodussim a nej-
Castéji pouzivangm zplsobem je imerzni fixace spocivajict v ponorent ziskaného materidlu do fixacntho
roztoku. V pripadé citlivgch tkani, napf. jaterni, je vSak tento zplsob pomal] a v ultrastrukture je jiz
mozno pozorovat poskozent zplsobené degradacnimi procesy. Perfliizni zptisob fixace je mozné pouzit
pri experimentu na pokusném zvifeti, kterému se v celkové anestézii vstrikuje fixaéni roztok primo do
krevntho recisté. Dalsim zpisobem je moznost predfixovat tkan urcenou k odebrant pomoci injekce s fi-
xacnim roztokem, nebo opét pri celkové anestézii obnazit hledany orgdn a nakapat na néj fixa¢ni roztok
a teprve poté odebrat kousky tkané. V pripadé vzork( tkant ze zivého clovéka ziskanych biopsit pripada
v Uvahu pouze imerzni fixace, tedy co nejrychlejsi ponorent ziskan(ch vzorkl do fixaéntho roztoku. Pro
vzorky uréené pro transmisni elektronovou mikroskopii plati, ze by nemély p¥esahovat velikost 1 mm?.

< Vv

Casto byva problém s fixact izolovan(ch bunék v suspenzi, které je nutno pro jednodussi manipulaci zalit
do agaru. Pokud je pocet bunék v suspenzi nizky, je tfeba je zkoncentrovat filtract pfes membranovy filtr,
filtr rozsttihat na malé kousky a pracovat s nimi jako s kousky excize. Pouze pfi odvodiiovani a zalévani
je tfeba zajistit, aby se v nékterém kroku filtr nerozpustil.

Z uvedeného stru¢ného prehledu vyplgva rozmanitost postupli pouzivanych k fixaci, které odréazi
variabilitu pripravovanych preparatt.

10.4. Odvodnént

Ukolem je nahrazeni volné vody ve vzorku odvodiiujicim ¢inidlem (etylalkohol, metylakohol, isopro-
pylalkohol, aceton). Nejcastéji se jako dehydratacni ¢inidla pouZzivaji etanol a aceton.

Etanol je nejbéznéjsi dehydratacni cinidlo, jehoz nevyhodou je moznost reakce se zbytky OsO4 za
vzniku drobnych hustsich precipitadtd. Udava se, Ze zplsobuje mensi extrakci bunééného materialu nez
aceton. Nent primo misitelny s epoxidovgmi a polyesterovgmi pryskyricemi, kde se z tohoto divodu musi
pouzit jako mezistupné napf. propylenoxid.

Aceton je druhé nejcastéji pouzivané dehydratacni Cinidlo. Pricitd se mu vétsi extrakce bunécéného
materidlu, hlavné lipid{i, na druhé strané je primo misitelng se vSemi pouzivangmi pryskyricemi. Zplso-
buje menst scvrkéavant vzorku nez etanol.

Obvykle se acetonem nebo etanolem odvodnuje tak, Zze vzorek prochazi fadou roztokli o stoupaijict
koncentraci — 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100 %, ve kterych je podle typu a velikosti ponechavan 5 az 10 min.
Protoze komeréné dodavany Cist( etanol i aceton obsahuiji vodu, je tfeba je vysusit pFidanim bezvodého
stranu médnatého nebo chloridu vapenatého.

Dehydratace bgva povazovéna za zdroj fady artefaktt. Po nekvalitni fixact dochazi k extrakci proteind,
lipidd, sacharidd atd. Objemové zmény mohou dosahnout az 40 %. Kromé toho vznika fada precipitatd.

Infiltrace je postupné prosycent preparatu pryskyfici. V praxi se provadi tak, ze vzorek projde rfadou
roztok( pryskytice v dehydrata¢nim médiu s rostouct koncentraci pryskyrice. V pripadé zalévacich médit
s vyssi viskozitou nebo malo prostupného vzorku je mozné zvgsit Gcinnost prosycent mikrovlnami nebo
zménou tlaku.
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10.5. Zalévant

Existuji obecné dva zplsoby zalévéani preparéati. Plosné zalévani se pouziva v piipadé, kdy je vzorek
treba orientovat, aby oblast, kterou chceme pfipravit pro prohlizeni, lezela co nejblize fezné roviny
blocku. Zalévani do kapsli je vhodné v pripadé suspenzi nebo jiného materidlu, kdy nezélezi na jeho
orientaci. Idealni zalévact hmota by méla mit nasledujici vlastnosti:

e rozpustnost v etanolu nebo acetonu pred polymerizaci,

e neméla by chemicky ovliviiovat vzorek,

e nezpusobovat pnuti ve vzorku.

e Méla by byt homogenné tuha, ale dostatecné plasticka a
e stabilnt pri ozarovant elektronovgm paprskem.

Pri zalévant preparatl pro imunoznaceni, z divodu minimalizace extrakce, agregace a premisténi bu-
nécnych komponent se pouzivd nizkoteplotni zalévani.

Zalévaci hmoty Zalévan( do parafinu napf. neumoziuje pofidit fezy pod 1pm, protoze je prilis mékky.
Z béznéjsich zalévacich hmot, pouzivanych pro elektronovou mikroskopii, se pouzivajt nasledujict hmoty.
Uvedme rovnéz jejich prednosti i nevihody.

Metakrylaty Poskytuji rychlou penetraci do tkané a snadné pofizovant rezl o tloustce 50 az 100 nm.
Spravna tuhost je dosazena vhodnou smési metylmetakryldtu a n-butyl metakryldtového mono-
meru. Jejich nevghodou je, Ze az 0 20% se snizi objem pri polymerizaci, coz vede ke vzniku artefaktt
a nestabilité fezt po prozarent elektrony.

Hmoty rozpustné ve vodé se pouZivaji bezprostiedné po fixaci. Glykol metakrylat (2-hydroxyetyl me-
takryldt) ma tendenci se rozpinat pod vlivem elektrond. V této skupiné je patrné nejpouzivanéjsi
hmota s komercénim oznacenim Durcupan.

Polyesterové pryskyrice — Vestopal W poskytuje dobrou stabilitu v elektronovém svazku, nevghoda je
vysoka viskozita a misitelnost s etanolem.

Epoxidové pryskyrice — vytvrzuji se teplem 60 °C (termoset) po dobu 48 hod. Jsou odolné proti teplu a
rozpou$tédlim a po polymerizaci nejsou patrnd zadné podkozeni. Rezaci vlastnosti jsou zavislé na
poméru slozek smési pryskyticového monomeru (epoxidova pryskyrice, tuzidlo, katalyzadtor, zmék-
¢ovadlo). Mezi tyto latky patri Araldit, Epon 812 (velmi ¢asto uzivany), DER-334.

Polymerizace Existuje nékolik zplisob, jak nastartovat polymerizaci zalévacitho média:

1. Teplem pfi teplotach do 60 °C. Tento zptsob je obvykly predevsim u epoxidovych pryskyric. Dochazi
pri ném v8ak k zna¢nému snizent imunoreaktivity vzorku.

2. Ozérenim UV zarenim lze nastartovat polymerizaci predevsim u akryldtovych pryskytic v teplotnim
intervalu od pokojové teploty dold.

3. Pridanim chemického katalyzatoru nebo inicidtoru polymerizace. Ten bgva kombinovan s doddnim
energie UV zarenim nebo tepla.

Postup pri zalévani do blocku Dehydratacnt ¢inidlo v poslednim kroku odvodnént je nahrazeno smési
(50:50) dehydratacniho cinidla a epoxidové pryskyrice. Nasleduje infiltrace ve 100% roztoku pryskyrice.
Bloc¢ek tkdné je prenesen na dno zelatinové kapsle a zalit zalévaci hmotou. Nakonec se provede ofezani
blo¢ku do tvaru komolého jehlanu, pricemz ploska ploska by méla mit velikost 0,5 mm. Postup pfi ofezéni
blo¢ku je naznacen na obr. 49.
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ROLIEREIEEH Postup pii ofezani blocku.

10.6. Ultramikrotomie

Pro reprodukovatelnost ultratenk(ch fezt je nutné splnit nékteré podminky. Vsechny pohyby musi
byt bez vibraci, prislusné mechanismy must mit minimdlni treni, ty¢ s drzdkem vzorku musi zajistit
tloustku Fezu k hodnoté 10 nm a po proveden( fezu musi utlumit razy zptsobené rezanim. Ultramikrotomy
vétsinou k posuvu blocku k hrané noze vyuzivaji tepelné dilatace médéné tyce. Jiné ultramikrotomy jsou
konstruovény s mechanickgm posunem. Prednosti termodilatacniho ultramikrotomu je schopnost krajet
i velmi tvrdé materialy, mechanicky ultramikrotom je naopak velmi stabilni v tloustce ultratenk(ch fez.
Vihody obou vgrobci spojili u kombinovanych typl. Schéma ultramikrotomu, ze kterého je zfejmé, ze
v jeho pohyblivém vahadlu je umistén blocek, ktery je priblizovan k fezné hrané noZze, upevnéného ve
stolku proti nému, je na obr. 50.

AOLIEEA B Pozice noze proti blo¢ku ve vgkyvném drzédku.

10.7. Noze
Nutné vlastnosti nozt pro dosazenti kvalitnich rez:
1. polomér kfivosti hrany noze musi byt mensi nez je nejmenst pozadovana tloustka rezu,
2. tvrdost a tuhost noze musi odolévat naraztim blo¢ku se vzorkem,
3. odolnost vi¢i chemickému rozkladu,
4. homogenita materialu noze podél jeho hrany,
5. fyzikalni stabilita pfi pokojové teploté.

Diamantové noZze jsou odolné, ale pomérné drahé, sklenéné noze jsou kiehké pro tvrdé tkéné (kosti),
ale levné. Sklenéné noze se pripravuji lomem ze ¢tvercové desticky specidlnimi zatizenimi (knife maker,
obr. 51), kterd davaji reprodukovatelné vysledky (délka, pozice hrany, plisobisté ohybové sily a jejt
velikost).

Pred krajenim je tfeba u fezné hrany vytvorit vanicku (obr. 52), do které se napusti voda, na jejiz
hladinu se splavuji po skrojent ultratenké rezy. Vanicka vznikne nalepenim stfibrné pasky nebo plasto-
vého pripravku a utésni se (napf. lakem na nehty). Kvalitu noz hned po lamant urcime podle velikosti
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AOLTERASEEE Knife maker — pipravek pro lamani sklengnijch desek pro vgrobu sklen&ngch nozi.

protiplosky, kterd by u nozl pro ultratenké krajeni méla byt mensi nez 0,2mm. Dalst chyby lze odha-
lit ve stereomikroskopu ultramikrotomu pii vhodném osvétleni suchého noze. Pripravené sklenéné noze
skladujeme na suchém a bezprasném misté.

ROLTEPASEPA Vanicka na sklen&ném noZi (postup pFipravy, redlny pohled, splavovéni fez(i na vodn{ hladinu).

Diamantovy ndz poskytuje vgrazné kvalitnéjsi ultratenké rezy (obr. 53). Z ddvodu vysoké ceny dia-
mantovych nozl se vétSinou blocky predrezaji na sklenéném nozi a diamantov( niiz se pouzije az na
ultratenké tezéni. Hlavnim problémem pii pouziti diamantového noze je jeho ¢isténi a hydrofobnost,
takze obcas je problematické dostat hladinu ve vaniéce k Fezné hrané. Pokud na hrané nezlistaly zbytky
pryskytice, stacl niz oplachnout proudem cisté vody nebo s pridavkem saponatu. Zbytky pryskytice
je mozné odstranit prejetim hrany polystyrenovou tycinkou namocenou v etanolu nebo ve specidlnich
pristrojich uréengch pro myti diamantového noze. Na diamantové noze pro kryoaplikace se kladou jesté
vyssi naroky.

AL SR Diamantové noZe pro klasické preparéty a pro kryofezy.

10.8. Kvalita rezu

Kvalita ultratenkého fezu zdavisi na kvalité noZze, pfedevsim jeho ostrosti, dobfe pripraveném blocku,
ktery umoziuje pravidelné fezani a na kvalité ultramikrotomu, zejména s ohledem na tlumenti vibraci
atd. PFi Fezént je fezand tkén stladovana a neni-li dostatecné homogennt zalévaci médium, nent rovna
fezna hrana noze, ¢i vznikaji-li vibrace tyce ultramikrotomu, nent mozné ziskat kvalitni ultratenky rez.
Na obr. 54 je patrné, k jakgm zméndm dochdzi ve tkadni pri fezani, na obr. 55 je zndzornén vliv Spatného
ofezani blo¢ku a na obr. 56 je vidét projev Spatného tlumenti vibraci a vznik odpovidajictho artefaktu.
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RLOLTEPASEEY Pasobent sil pri fezdni tkdné.

o |

POl NEER Chybny sklon ofezaného blogku.

=

BOLTErASEIH Vibrace pri Fezéni na ultramikrotomu a jejich projev pii zobrazeni tkang.

10.9. Kontrastovani

Kontrastovani se provadi proto, aby tézké kovy zv(sily kontrast vzorku pri prozatovani elektronovgmi
svazky. Pouzivé se uranylacetat, kyselina fosfowolframova, citradt olova, KMnOs. Zplsob, ktery se pouziva
nejvice, je selektivnt adsorpce tézkgch kovli na bunécné organely. Tézké kovy vice rozptyluji primarnt
elektrony a zvySuji tak kontrast struktur, na které se adsorbovaly. K prvnimu kontrastovani dochazi
jiz pri fixaci OsOs. V ostatnich piipadech se fezy kontrastuji bud pred zalitim, nebo po nakrdjeni na
ultratenké fezy primo na sitkach. Kontrastovani vzorku v bloku se provadi bud okamzité po fixaci, nebo
pri odvodnovani. Ve srovndni s kontrastovanim ultratenkgch rez(i nemaji vzorky kontrastované v bloku
takovy kontrast a ostrost. PFi kontrastovant ultratenk(ch ezl se nejcastéji pouzivd octan uranylu a
citrat olova. Octan uranylu reaguje predevsim s nukleovgmi kyselinami, ale také s proteiny. Citrat olova
zvySuje obecné kontrast membran, proteind, nukleovych kyselin a glykogenu. Pokud se ke kontrastovanit
pouziji postupné obé latky, vzorek ziska rovhomérny kontrast vSech bunéénych struktur.

10.10. Znaceni koloidnim zlatem (imunohistochemické metody)

Pro pozorovani specifickych struktur bunék a tkani lze pouZzit Upravu preparatu, zalozenou na znacent
pomoct protilatek. V tomto pripadé jsou na sekundarnt protilatky navazany velmi malé (obvykle 5 az
15 nm) koloidni zlaté castice. Protoze jsou tyto castice elektrodensni, jevi se v elektronovém mikroskopu
jako tmavé tecky (obr. 57).

10.11. Repliky

Jak jiz bylo uvedeno, vzorky silnéjsi nez 0,1 um nemohou byt v TEM studovany z ddivodu absorpce a
rozptylu elektront v latce. Zejména u kov(, které neni mozné pripravit v podobé tenkého fezu, bylo nutné
najit zpusob, jak zajistit otisk povrchu. Metody vytvarent replik se dnes pouzivd zejména v kombinaci
s metodami mrazového leptdant.
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ROLIERANEYA Buriky K562 fixované aldehydem a pred zalitim (Epon) znagené koloidnim zlatem (velikost &stic 15 nm).

Repliky se déli na jednostupiiové a dvoustupiiové, pozitivni a negativni. Jednostupriovy pozitivni otisk
se utvori tak, ze objekt se ve vakuu nejprve Sikmo nastinuje kovem a pak se na néj kolmo napari silnéjsi
kryct vrstva uhliku. Replika se potom splavi nebo sejme pomoci plastické hmoty. Jednostupriovy negativni
otisk se pripravi tak, ze se na objekt kolmo napafi ve vakuu vrstva uhliku a stinuje se az sejmuté replika
(obr. 58). Nent-li mozné repliku jednoduse sejmout, musi se snimat jednostupfiovy otisk pomoct podptirné
vrstvy plastické hmoty, ktera se nechd zaschnout, potom se plasticka hmota strhne pomoct samolepict
pasky, a ta se rozpusti v acetonu (obr. 59). Dvoustupriovy negativni otisk vznikne, pokud se na objekt
nanese dostate¢né mnozstvi vjse zminénych roztokd kolodia nebo formvaru a po zaschnuti se prvni
stupen repliky sejme pomoct samolepici pasky. Na otiskovou stranu se napari ve vakuu vrstva uhliku a
tato uhlikova vrstva se Sikmo nastinuje kovem. V zavéru se rozpusti samolepici paska i plastickd hmota.
U pozitivntho dvoustupriového otisku se po sejmuti repliky nejprve otiskova strana postinuje kovem a
pak se na ni napafi vrstva uhliku (obr. 60). Ve vSech pripadech tloustka repliky nesmi presahnout 20 nm.

sejmuty otisk
—

BT SEER Tvorba negativni repliky: naneseni plastického (nebo C) filmu, sloupnuti a stinovani.
b
e
a
B Y
—_— e _— St i
—H,—.

BOLIErAS1E Zptisob vytvéieni replik: a) rozpusténim vzorku a b) odtrzenim z povrchu a odstranénim pasky.

nanasen| repliky

" Obréazek 60: Priprava pozitivni repliky.

10.12. Stinovani tézkgmi kovy

Ke zvgraznéni povrchové topografie ultratenkého rezu nebo repliky se pouzivaji ,tézké" kovy, které se
naparujl na povrch kovu ze strany (obr. 61). Kovy musi mit vysokou hustotu a musi byt inertnt vzhledem
k chemickgm vlivim a teploté. Pouzivaji se Au, Pd, Cr, Ni, Ge, Pt, U. Nevjhodou Cr je, Ze pod 5nm
vykazuje granularitu. Slitina Pt a Pd (v poméru 3:1) je vhodnéjsi nez ¢istd platina. Tloustka stinované
vrstvy je 0,3-1,5nm. Na obr. 62 jsou latexové kulicky stinované zlatem a slitinou zlata a paladia.

10.13. Metody mrazového suseni, lomu a odparovani

Kromé chemické fixace lze pro TEM pfipravit vhodné prepardty z biologick(gch objektli i za pouZziti
fyzikalnich postupd, tedy nejcastéji prudkgm snizenim teploty. Jejich prednosti je, ze zachovaji preparat
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BOLTErA S Princip stinovant.

* Obrazek 62: JIFTrSans kuli¢ky (0,3 pm) stinované a) Au, b) Au—Pd.

co nejblize nativnimu stavu. Pro tyto metody existuje fada pristrojl, které umoziuji biologické objekty
zmrazovat, krajet, susit atd.

Mrazova fixace vyuziva toho, ze vétsina Ziv(ch organismu obsahuje vice nez 70% vody nerovnomérné
rozdélené do membrdnami ohranic¢enych oblasti. Pfi zmrazovant vsak musime respektovat fyzikalnt jevy.
Objem vody ve zmrazeném stavu je zhruba o 9% vétsi nez v kapalném stavu. Hustota vody neni nejvyssi
v bodé tuhnuti, ale v kapalném stavu pri teploté 277K (anomalie vody). Voda ma vysoky bod tani
(273 K), bod varu (373 K) a ve fazovém diagramu odpovida kritickému bodu teplota 647 K. Voda ma vysoké
vyparovact teplo a relativni permitivitu, coz napomaha rozpousténi latek ve vodé. Navic je znama rada
krystalickgch forem ledu, coz v praxi znamend, ze hrozi poskozen( ultrastruktury v disledku potrhant
bunék zvétsujicim se objemem nebo tvoricimi se krystaly. Bylo by mozné popsat mechanismy zamrzéni
vody, ale jiz z naznaceného v(ctu vyplygvad, ze zakladnim podminkou pro minimalizaci Skod pri zmrazent
preparatu je dosazeni vysoké chladici rychlosti. V literatufe se uvadi [20], Ze pro kvalitni kryofixaci je
nutnd chladici rychlost minimdlné 10* K/s~'. Pokud neni této rychlosti dosazeno, je vzorek vystaven
nebezpedi poskozent.

Kryofixace mé oproti chemické fixact fadu vghod. Buitky mohou b{t pozorovany v mikroskopu v jejich
prirozeném extra a intraceluldrnim prostredi, a to i v pripadé ultratenkych Fezl. Pri kryofixaci nedochézi
k denaturaci enzym@ a antigend. Bunky jsou pfi kryofixact imobilizovadny ve zlomku vtefiny, ale pouze
pokud mame vhodna chladict média.

10.14. Chladici média

Chladict médium musi mit velmi dobrou tepelnou vodivost, tekutost pii nizk(ch teplotach a relativné
vysokou hustotu. Navic by byla idedlni nizkd cena a moznost bezpecné manipulace s nim. VSechny tyto
podminky nespliuje zadné chladivo. Nejbéznéjsim laboratornim chladivem je kapalnyg dusik, kterg ma tu
nevyhodu, ze ma velmi blizko bod tant a bod varu. Disledkem toho je, Ze vhozeni i rozmérové nepatrného
vzorku vede k varu kapalného dusiku na jeho povrchu, spojenému s uvolinovanim plynu, kter( vzorek obali
a izoluje. Snizi se tak rychlost odvodu tepla. Pfi pouZiti kapalného dusiku je nezbytné vzorek oSetrit
kryoprotektantem.

O kvalité mrazové fixace do zna¢né miry rozhoduje zpisob jejtho provedeni. Z podminek, které musi
byt splnény, jsou nejdlilezitéjsi jednoduchost, reprodukovatelnost a rychlost. Pii imerzni kryofixaci je
kousek tkané pripevnény na kovovém nosici nebo koncentrovand suspenze na sitce ponorena do kapal-
ného chladiva. Sprejovd metoda je pouzitelnd pouze pro suspenze bunéénych frakci, izolované buriky,
viry apod., kdy malé kapicky suspenze jsou vstiikovany do chladictho média. Pfi metodé jet freezing se
vzorek stale pohybuje v chladicim médiu s konstantni teplotou. PFi mraZeni pomoci kovového bloku je
vzorek narazen na povrch vychlazeného a vylesténého kovového bloku. Vrstva vzorku, kterd byla v tés-
ném kontaktu s kovem, obsahuje amorfni led, kter§ ve vétsi vzdalenosti prechazi v klasické hexagonalni
usporadani. MraZen( pri vysokém tlaku vyzaduje speciadlni aparaturu (obr. 63), ve které dochazi ke zmra-
zeni vzorku za snizeného tlaku, takze k mrazent lze pouzit i kapalng dusik. Podle dostupné literatury
poskytuje skvélé a reprodukovatelné vgsledky.
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ROl ZIER Pristroj pro dosazent hlubokého a rychlého zamraZeni ve vakuu (RMC RFD-9010 Freeze Fracture Sys-
tem).

10.15. Zpracovani zmrazeného preparatu

Po kvalitni kryofixaci je tfeba vzorek dale zpracovat pro prohlizent v TEM. K modernim ultramikroto-
mam (obr. 64a) je mozné zakoupit kryokomoru, ve které se daji pripravovat ultratenké fezy pii teplotach
okolo —100 °C (obr. 64b). Podle moZnosti laboratore a vybavent pfistroje je mozné primo pozorovat kryo-
fezy, za predpokladu, ze je TEM vybaven kryodrzdkem, umoziiujicim pozorovat vzorky ve zmrazeném
stavu. V souvislosti s tim je nutné mit moznost prohlizet prepardty v rezimu minimalntho ozéarent urych-
lengmi elektrony (low dose), aby nedochazelo k jejich zahtivani a k odparovani ledu z jejich povrchu.
Dalsi moznosti je po nakrajent kryorezy vysusit fizenou sublimaci ledu a vysusengm vzork(im dodat kon-
trast stinovanim. Existuji vSak dalsi postupy (imunoznaceni, kryosubstituce, atd.), které vyzadujt dalsi
pomlcky pro pripravu preparatl. Nevghodou kryometod je potieba ndro¢ného technického vybavent.

ol

a) b)

Aol SRR a) Kryoultramikrotom Leica, b) detailni pohled na kryokomoru.

Na obr. 65a) je na prikladu suspenze ultramalych ¢astic schematicky naznaden rozdil mezi susenim na
vzduchu a mrazovm susenim (freeze drying). Zatimco pri vysouseni na vzduchu dochazi k agregaci ¢astic,
pripadné u bunék k jejich deformaci, u mrazového susent je po sublimaci ledu zachovano rozdélent ¢astic
(bunék) a je zachovan i jejich tvar bez deformace. Pfi mrazovém suseni bunék mize byt jako mezistupen
zarazeno naneseni uhlikového filmu pro dosaZeni lepsiho kontrastu (obr. 65b).

Suseni na vzduchu Su$eni mrazovou

BOLTErA SR a) Rozdil mezi suenim na vzduchu a mrazovjm sugenim, b) kontrastovani odsublimovaného povrchu.

Postup metody ,mrazového ldméani" (freeze fracturing) je zndzornén na obr. 66. Pfi mrazovém lomu
je obnazena ultrastruktura, ktera je po rychlém zamrazeni (a, b) ve vakuovaném prostoru fezana no-
zem nebo kontrolované zlomena (c). Absence chemické fixace poskytuje zachovant ultrastruktury. Po
odsublimovani povrchové vrstvy cca 10-30 nm (d) mGzeme vytvorit repliku povrchu (e), ktera je nésledné
Cisténa ve vhodném roztoku od tkané (f). RozliSent je ddno zrnitosti nanaseného materialu, z néhoz je
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replika vyrobena. Vytvori se reliéf povrchu. Povrchova topografie kopiruje bunécné membrany a organely
(obr. 67). Povrch se bezprostfedné stinuje kovem a nandsi se uhlikovy film pro vytvorent repliky.

ROLTEF VA Repliky izolovanych thylakoidnich membréan chloroplasti.

11. Priprava preparatti pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Skenovaci elektronov( mikroskop (SEM) mé diky svému analytickému potencidlu Siroké uplatnéni
v fadé védnich a pramyslovych oborll. V biologii je dllezit] pro lékai'ské védy (anatomie, histologie,
patologie, ...), botaniku a zoologii. Uplatiiuje se v geologii, metalografii, mikroelektronice, strojirenstv,
gumarenském pramyslu apod.

V SEM je mozné pozorovat objemné preparaty, jejichz velikost je limitovana velikosti preparatové
komory. Vodivé materialy (kovy, polovodice) nent tieba zvlast pripravovat. Biologické preparaty zpravidla
vyzaduji specidlni pripravu, neuvazujeme-li mikroskop s volitelngm vakuem (environmentalni SEM) nebo
nepracujeme-li v rezimu nizkého napéti (low voltage SEM).

U biologickych preparatt je treba posoudit, zda se jedna o tkané tvrdé ¢i mékké. Tvrdé tkané, jako
jsou napf. kosti, vlasy, zuby, kutikularnt vrstvy u hmyzu, schranky rozsivek, drevo aj., vyzaduji pouze
zajisténi vodivosti povrchu. Mékké tkané vyzaduijt slozitéjsi postup zahrnujict fixaci, odvodnént, vysusent,
pokovent, tedy zhruba stejng postup jako u TEM.

11.1.  Zvlastnosti pozorovani biologickych preparatii v SEM

Biologicky materidl je materidl dielektricky (nevodivy), nachylng k poskozent elektronovgm paprskem.
Pri dopadu elektrond na povrch nevodivého vzorku, jsou elektrony Spatné odvadény z povrchu a vznikajt
na ném oblasti s velkou hustotou ploSného naboje. Hovoiime o tzv. ,nabijeni” povrchu (obr. 41). Pokud
k nému dochazi, sekundarni elektrony jsou ovliviiovany povrchovgm nabojem, kterg zaroven plisobi svou
negativnt povahou na dopadajict primarnt elektrony a povrch nent vérné zobrazen.

Pro dosazenti kvalitniho snimku je mozné provést snizent urychlovaciho napéti k hodnotam jednotek

kV, pripadné pouzit mikroskop v rezimu nizkého vakua. Vrstva tézkého kovu, nanesena na povrch, po-
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skytne vétsi emisi sekundarnich elektronti i tepelnou ochranu biologického vzorku. Z tohoto dlivodu se
pouzivaji metody katodového naprasovani, pfi némz se na povrch nanese nejCastéji vrstvicka Au nebo
slitiny Au-Pd o tloustce, kterd nenarust ultrastrukturu povrchu (10 nm).

Katodové naprasovdni je zaloZzeno na vzniku doutnavého viboje v prostredi nizkotlaké argonové
atmosféry ucinkem elektrického napéti mezi katodou a anodou. PFi vboji dochazi k ionizaci plynu a
vzniklé ionty jsou pritahovany ke katodé, kterd je tvorena naprasovanym kovem. Urychlené ionty z néj
vyrazejl c¢astice kovu, které nesou zaporny ndboj a sméfuji k anodé, tvorené stolkem, na kterém jsou
umistény vzorky. V prostoru komory naprasovacky se rozptyluji srézkami s dalsimi molekulami a ionty
plynu, takze vznikne prostorovy mrak plazmy, kter( dokonale obali povrch prepardtu tenkou vrstvi¢kou
kovu. Magnetické pole hlavy (katody) soustfeduje ionty smérem na stolek. Tloustka naprasené vrstvy
by méla byt dostatecnd, aby odvedla naboj, ale neméla by zakrgvat povrchové detaily. Napéti a doba
naprasovant urcuje tloustku naprasované vrstvy, ¢tmz je mozné tuto tloustku empiricky stanovit nebo lze
pouzit krystalové detektory, které méri tloustku naprasené vrstvy. Detail naprasovaciho zafizeni je na
obr. 68.

RO Naprasovaci zafizeni (SCD — Sputtering coater device).

Meékké tkané — rostlinna pletiva a buiky, zivocisné tkané a bunky vyzaduji vétsi pozornost. Ve vakuu
dochazi k jejich rychlému vysuSovani a deformaci. Pro srovnani uvadime obr. 69a), na némz jsou vérné
zobrazené pokozkové buriky listu, a obr. 69b), kde jsou deformované nesetrngm vysusenim. Priprava
mékkych tkant je obdobné jako priprava tkéni pro TEM.

ROLTERSSEH a) Pokozkové buitky na listu s trichomy, b) vysugent rostlinného pletiva ve vakuu.

11.2. Chemické metody

Obvykle priprava biologického objektu pro SEM zahrnuje nésledujict kroky:
1. odbér vzorku, (v pripadé potreby ocistént),

2. fixace preparédtu (nejcastéji ponorenim do fixa¢ntho cinidla),

3. vymyti fixacnich roztokd a odvodnéni vzorku,

4. vysuSen{ prepardtu a jeho nalepeni na podlozny tercik,

5. zv(jSeni povrchové vodivosti preparatu.
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Tento postup je ¢asové néro¢ny a zabere zhruba dva az tfi dny. ProtoZze u SEM miiZze b(t preparat
objemnéjsi, musime si uvédomit, co nds na ném zajima. Zda chceme pozorovat jen vnéjst povrch nebo
budeme pozorovat i detaily uvnit¥ preparatu. Tomu musime podfidit rezim fixace. U velkgch vzorkd je
problém s dokonalgm vysusenim.

Chemicka fixace Hlavnim tkolem fixace je, stejné jako v TEM, stabilizovat preparat co nejblize pfiro-
zenému stavu. Navic ma fixace zpevnit struktury preparatu, které chceme pozorovat. K fixaci se nejvice
pouzivaji aldehydy a oxid osmicel ve stejngch koncentracich jako v TEM. Glutaraldehyd je G¢innou
fixadzi, ale jen velmi pomalu proniké do vétsich vzorkd, které se pro SEM fixuji velmi ¢asto. Formalde-
hyd vynikd rychlejsi penetract do vzorku a proto je vhodnéjsi k fixaci vétsich objektd, kde nezalezi na
zachovant bunééné ultrastruktury. Oxid osmicely ma velkou reaktivitu a z ni vyplgvajici rychlost fixace,
dale nizkg osmoticky tcinek a zvysuje permeabilitu membran. Pfi fixaci nepronika prilis rychle dovnit¥
preparatu, zistava na povrchu a diky tomu jej zpeviiuje a prispiva také ke snizeni povrchového naboje.

Cilem odvodnéni je postupné nahrazeni vody ve vzorku organickym rozpoustédlem. K odvodnént se
pouzivaji rozpoustédla dobfe misitelna s vodou, nej¢astéji etanol, aceton. P¥i odvodnént vzorek projde
radou roztokd se zvysujict se koncentract organického rozpoustédla, napt. 30, 50, 70, 80, 90, 95 a 100 %.
Dulezitou podminkou je, aby prepardt béhem odvodnovani byl stale pod hladinou roztok(i a nevyschnul.
Cas jednotlivch krokl pri odvodiiovani zavisi na velikosti preparatu a pohybuje se od 10 do 30 min.

Pokud k suseni vzorku bude pouzita metodu obejiti kritického bodu, je tfeba vzorky v etanolu v zavéru
prevést do acetonu z divodu omezené misitelnosti etanolu s kapalngm oxidem uhlicitgm, ktery se pri
metodé kritického bodu pouziva.

Po Uplném nahrazent vody je vzorek tfeba zbavit dehydratac¢niho cinidla. K suSent preparatu se vyu-
zlva témér vghradné metody obejitt kritického bodu (CPD — Critical Point Drying). PFi susent na vzduchu
by doslo ke tvarovgm deformacim v dlsledku existence povrchového napéti, navic zintenzivnéného rych-
lgm odparenim dehydratacntho cinidla.

Metoda kritického bodu je zalozena na skutecnosti, ze pii zahtivani kapaliny v omezeném prostoru se
docili stavu, kter( se oznacuje jako kritick( a je charakterizovan kritickou teplotou a tlakem (viz fazovy
diagram na obr. 70). V tomto stavu mizi veSkeré rozdily mezi obéma fazemi dané latky — faze maji stejnou
hustotu a mérny objem, nejsou oddéleny rozhranim a povrchové napéti klesa na nulu. Pravé v tomto bodé
je kapalina prevedena na plyn, ktery se vypusti z uzaviené komory, a timto zptsobem je pfipravovany
vzorek vysusen bez poskozent povrchovgm napétim kapaliny, ve které se nachazi.

[Pa]

pevna
latka

ROl IVAE Fazovy diagram s vyznadenim kritického bodu.

Dosahnout kritické teploty a tlaku u vody je v laboratornich podminkach prakticky nemozné (px =
21,8MPa, Tk = 647K, tj. 374 °C). Nejvice se k témto uceltim vyuziva kapalny oxid uhlicity, kterg je bézné
dostupny a levny a parametry kritické teploty a tlaku jsou snadno dostupné — px = 7,3MPa, Tx = 304K
(31 °C). Metoda se provadi ve specidlnich aparaturach. Pro tento proces se vyuzivaji zarizent CPD (Cri-
tical point dryer), kterad Fidi cely proces automaticky (obr. 71). Komora, ve které jsou ulozeny vzorky
ve specialnich pouzdrech, se pomalu, aby nevznikly turbulence, které by mohly poskodit preparat, na-
pustt kapalngm oxidem uhli¢itgm. Ten se nékolikrat vymeént, aby doslo k tplnému nahrazent organického
rozpoustédla. Proces obejiti kritického bodu je automaticky. S rostouct teplotou roste i tlak v komore,
az dosdhne kritického bodu. Potom otevieme vypoustéci ventil a pomalu, aby rychld dekomprese ne-
poskodila vzorky, vypustime plynny oxid uhli¢ity. Po dosazeni atmosférického tlaku komoru otevieme a
vyjmeme vysusené preparaty.

Aby nedoslo k opétovnému zvlhnutt preparatu, je tfeba jej co nejdrive nalepit na vhodny nosic a
pokovit. Nosi¢em jsou nejcastéji hlintkové kruhové podlozky liSict se primérem u rGznych typli SEM.

Casto jsou prizptsobeny tak, aby bylo mozné pouzit drzak pro nékolik podlozek (obr. 72a). Pouzité
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ROLIEPAAR Zatizent pro suSeni preparatu metodou obejiti kritického bodu.

lepidlo musi spliovat fadu podminek. Nesmi obsahovat vodu, nemélo by byt hydroskopické, mélo by
bt nevzlinavé, aby nezakrgvalo povrchové detaily vzorku, mélo by byt stabilni ve vakuu a neménit
zde své vlastnosti, tzn. udrzet vzorek na nosici pri ndklonu, mélo by byt elektricky vodivé a nemélo by
emitovat stejné jako nosi¢ zpétné odrazené elektrony. Velké objekty se zpravidla lept pfimo na hlintkovy
teré pomoct koloidntho stiibra, malé objekty pomoct oboustranné lepici uhlikové nebo adhesivni pasky
(obr. 72b). Je dulezité zajistit vodivost prepardtu a v piipadé potieby pomoci koloidniho stfibra vytvorit
vodivé spojent na hranicich mezi povrchem nosice a lepici paskou.

a) b)

LIRS &) Hlintkové podlozky na preparaty (umisténé na karuselovém drzaku podloZek), b) oboustranné uhlikova
lepict paska.

11.3. Mrazové metody

Mrazové metody se vyznacuji rychlosti pripravy pri zachovani povrchové struktury a v pi¥ipadé SEM
davaji moznost nahlédnout do struktury vnitinich tkani nebo bunék prostiednictvim mrazového lamant.
Mrazové [dmdni odhaluje vnitini povrchy bunéén(ch organel, protoze lom se ve zmrazeném materialu
S{Ft cestou nejmenstho odporu, nejc¢astéji podél membran. Na obr. 73 je napf. snimek mrazového lomu
jdouctho zmrazenou ledvinovou tkéni. Z obrazku firmy Gatan jsou patrné zachovalé péry v tubulech
tkané. Mrazové leptdni s ¢astecnou sublimaci ledu z obnazeného povrchu lomem zv(raznt prohlubné a
vakuoly. Po nastinovani se preparat prohlizi ve zmrazeném stavu v mikroskopu vybaveném kryodrzakem.

Mrazové suseni spociva v tom, ze zmrazeny preparat se premistt do vakua a necha se z néj vysub-
limovat led. Mrazové suseni se provadi ve specializovanych aparaturach, kde je mozné fidit rychlost
sublimace.

ROl Metoda mrazového lomu pouzitd k zobrazent ledvinové tkané (pouZito z materidlu firmy Gatan).
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12. Priklady aplikaci TEM a SEM

12.1. Vyuziti TEM pfi charakterizaci magnetosomdi

Superparamagnetické nanocastice oxid( zeleza s vhodnou povrchovou modifikact mohou byt vyuzi-
vany v fadé biochemickych a biomedicinskqch aplikaci, jako napriklad v zobrazent pomoci magnetické
rezonance (MRI), k lé¢bé nédort apod. VSechny tyto aplikace vyZadujl nanocastice vykazujici vysokou
hodnotu magnetizace, minimalnt distribuci velikosti, netoxicitu a biokompatibilitu. Jednim z nejvhodnéj-
Sich materidld, spliujict tyto podminky, je biogenni magnetit (Fes04), vyskytujict se v tzv. magnetotak-
tickych bakteriich.

Magnetotaktické bakterie (obr. 74a) jsou mikroorganismy, objevené roku 1975, které uvniti svého téla
syntetizuji magnetické cCastice. Vyskytuji se bézné ve sladkovodnich it mofskych prostredich, prokézana
byla jejich pFitomnost v lokalitdch v USA, Némecku, Cing, Japonsku a Brazilii. Existuje nékolik druhti
téchto bakterii, liSicich se tvarem, velikostt i poctem magnetickych castic, tzv. magnetosom(. Magne-
tosomy pak v bakteriich vytvari retizky, které se orientuji jako stfelky kompasu, které jsou vyrovnany
soubézné se zemskym magnetickgm polem a umoznujt tak, aby bakterie sndze nasla jeji nejprirozenéjsi
prostiedi — mikroaerofilni zénu rozhrant kal/voda.

a)

RO EH o) Magnetotaktickd bakterie, b) magnetosomy spolené se svou biologickou membranou.

Prednosti magnetotaktick(ch bakteril je produkce biokompatibilntho magnetitu. Magnetotaktické
bakterie byly testovany pro pouZiti v fadé aplikaci, napriklad identifikaci severniho a jizntho pélu silné
magnetickych granuli v meteoritech nebo k rozpoznani jemngch magnetickgch materiall. Byly také testo-
vany v pripadé adsorpce iontl tézk(ch kovt v odpadnich vodach. Z hlediska nanomaterialového vgzkumu
jsou zajimavé predevsim kmeny magnetotaktickych bakterii, které jsou kultivovatelné a dostupné v cisté
kultute.

Vghodou bakterialnich magnetosom je jejich shodny tvar a fosfolipidova membrana (obr. 74b), ktera
umoznuje navazant bioaktivnich latek. Magnetosomy tedy mohou slouzit jako nosice lékd, enzymd nebo
protilatek v biologickgch oborech.

Kultivace magnetotaktick(ch bakteril je jednim z nejdulezitéjSich procest pri ziskavani magnetosomdi.
Magnetotaktické bakterie a jejich magnetosomy, zmitované v této aplikacni casti, byly ziskany z kulti-
vace bakterit Magnetospirillum gryphiswaldense. Z jednoho litru kultivace lze po rozbiti bakterit ziskat
magnetickou separact az 0,35 g magnetosomt v suchém stavu.

Uprava povrchu magnetosom(i a funkcionalizace Hlavnim cilem skupiny, zabyvajici se v Regionalnim
centru pokrocilgch technologii a materiald P¥F UP v Olomouci magnetotaktickgmi bakteriemi, je ziskat
Cisté magnetosomy bez zbytkd bakterii, obalit je a navazat na né dalsi latky vhodné pro vyuziti v bioapli-
kacich. Proto bylo nejprve tfeba ovérit, zda jsou izolované magnetosomy Cisté, tzn. bez zbytkd rozbitych
bakterii. Na obr. 75a) je zfejmé, Ze suspenze s magnetosomy neobsahuje Zadné zbytky rozbitgch baktertii,
avsak na obr. 75b), na kterém jsou magnetosomy ziskané z jiné kultivace, jsou patrné zbytky rozhitych
bakterii.

Povrchova modifikace magnetosomti  Z obr. 75b) je zfejmé, Ze magnetosomy se nevyskytuji samostatné,
ale vytvari aglomeraty. Pro fadu aplikact je velice dllezité magnetosomy chemicky stabilizovat a za-
branit tak jejich aglomeraci a degradaci. Toho je mozné dosdhnout obalenim magnetosomd organickgmi
latkami vcetné surfaktanttl a polymerd, nebo obalenim organickou vrstvou, jako napi. polysacharidy.
V mnoha piipadech pak obalové slupky magnetosomy nejen stabilizuji, ale mohou slouzit i pro jejich
dalsi funkcionalizace, v zavislosti na dalsim vyuzitl. Prvnim krokem povrchové modifikace magnetosom
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. Obrazek 75: Magnetosomy a) bez zbytku rozbitjch bakterii, b) se zbytky rozbitgch bakterii.

bylo odstranént jejich membrany pomoci cetyl trimethylammonium chloride (CTAC) nebo dodecylsulfatu
sodného (SDS). Z TEM snimku (obr. 76) je zfejmé, Ze v pripadé pouzitl SDS-negativniho surfaktantu i
CTAC-pozitivniho surfaktantu, dojde k rozbiti retizkii a zamezeni aglomerace po odstranéni biologické
membrany.

a) ' b)

RN AH Magnetosomy bez membrany, kterd byla odstranéna a) CTAC, b) SDS.

Dalsim krokem je samotné obaleni magnetosomd biokompatibilnimi materidly, jako je chitosan, dex-
tran a Tween 20 (obr. 77a—c).

200nm

ROLTEHAIA Magnetosomy obalené a) dextranem, b) chitosanem, ¢) Tweenem 20,

Z hlediska TEM bylo v néktergch piipadech obtizné identifikovat obaleni rdzngmi cinidly. Pro vy-
tvorent kvalitnich snimkd bylo nutné nalézt magnetosomy uchycené na vnitini strané otvord v uhlikové
folii (holey carbon). Tak bylo mozné ziskat na snimcich magnetosomy bez podlozntho uhliku a presné
tak identifikovat obaleni. Pro ziskani prehledu o usporddani magnetosomd ve vzorcich byl vyuzit také
SEM. Vzorek byl nakdpnut na oboustrannou uhlikovou pasku, uchycenou na kovovou podlozku. Poté byl
susen 20 minut na vzduchu. Urychlovact napéti bylo nastaveno na 3 kV. PFi vyssich napétich dochazelo
ke zna¢nému nabijent vzork(. Ze snimkd na obr. 78 v8ak neni mozné rozlisit, zda jsou magnetosomy
obalené ¢i nikoliv, protoze v rezimu sekundérnich elektron(i je zobrazovén jen povrch magnetosomf.

12.2.  Studium sluchovych kiistek z archeologickych nalezi

Sluchové kiistky jsou prikladem preparatu, kter( je prilis velky jako histologicky objekt a naopak
mal] pro anatomy, protoze predstavuji nejmensi kiistky v téle. Pomineme-li snizenou tvrdost kostni
tkdné v pripadé kastek z archeologickych nalezl, staci pro jejich analjzu ve skenovacim elektronovém
mikroskopu kiistky prilepit na drzédk a naprasit na né vrstvicku vodivého materidlu (10 nm slitiny Au-Pd).
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V této studii [17] byly sluchové kistky, ziskané pfi archeologickych vykopavkach z doby kultury
unétické (Nové Dvory), z doby laténské (Ruzyné — Jiviny) a ze stfedovéku (Beroun), po prislusné pripravé
pro studium v SEM (Tesla BS 300) pouZity pro osteometrické vysetieni. Skenovaci mikroskop ukéazal
fadu zajimavych nélezl: neobvykly hrbol na anterolateralni plose hlavicky kladivka (Beroun), vedouct
v jednom pripadé az k primarnt kostni fixaci kladivka ke sténé stifedousni dutiny; kovadlinky s neobvykle
kratkgm dlouhgm raménkem, s rGizngmi formami utvareni processus lenticularis a s jeho zanétlivgmi
apozicemi ve formé kosténych perel na povrchu téla kovadlinky; na tfmincich (obr. 79) bylo mozno
pozorovat skorepinovou konstrukci hlavicky.

PO VAR Sluchové kistka v SEM — timinek.

Mezi laténskou skupinou ruzyiiskou a stredovékou skupinou berounskou se projevila pri studiu v SEM
fada diferenciaci, které byly dilezitym poznatkem pii srovnavact anatomii tohoto materialu s osteome-
trickgmi hodnotami ostatnich kosti skeletu pislusnych jedinct.

12.3. Vceli pyl jako monitor znecisténi zivotniho prostredi

Zivot v&elstva miiZze byt negativné ovlivnén neuvdZengm pouzitim pesticid(i, nevhodné aplikovangmi
postriky, ale také celkovgm znecisténim prostredi. Jde zejména o emise chemického priimyslu, tepelnych
elektraren, cementaren, dopravy aj. Tyto emise obsahuji také tézké a toxické kovy, které se dostéavaijt
z prostredi i k nadzemnim ¢astem rostlin a vice ¢i méné rozeviengmi kvéty se dostavaji k reprodukénim
organtm rostlin, které vcely v dobé kvétu navstévuijt.

Analyticky potencidl elektronové mikroskopie byl v tomto pripadé [28] vyuZzit k nasniméni povrchu
filtru, na kterg byl usazen depozit pylového materialu. ZvétSeni se pohybovalo do 200. Dalsi rozbor
ve vodé nerozpustnych imisnich ¢astic na filtrech byl proveden pomoci energiové disperzni elektronové
mikroanalgzy (EDX, Link Systém 860). Vyhodou pouzité EDX analjzy spadu byla moznost ziskat piehled
o zastoupenti prvk(i na povrchu imisnich castic. Vysledky metody upozornily na kovy pritomné v neroz-
pustnych slouéeninach (napr. SiO,, Fe;03, Al,O3). Rentgenova difrakce potom ve shodé s vysledky EDX
upozornila na lokality s vysokgm viskytem ekotoxikologického spadu.

12.4.  Studium cévniho zasobeni jater krysy

Na korozivnich preparatech, zhotoven(ch nastiikem portalniho a arteridlnitho Fecisté krysy mono-
merem meatakrylétu, byl ve skenovacim elektronovém mikroskopu studovan preterminalni a terminélni
Usek tohoto Fecisté [16]. Nase pozorovani podpofily existenci sfinkterd na jaternich sinusoidach i na
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kapilarach arteridlntho stromu v misté vyusténi do sinusoid. Obdobn(gm zplisobem je mozné pripravovat
otisky kapiladrniho recisté i jingch orgénu. Priklad typického korozivniho preparatu kapiladrniho recisté
mozku krysy je na obr. 80.

AL S Korozivn otisk kapildrniho Felidté mozku krysy v SEM.

12.5. Studium kavitacniho opotiebeni materialu

Idedlnim pomocnikem je skenovaci elektronovy mikroskop pri analyzach povrchd kovh. Velmi casto
se jedna o faktografické analgzy. P¥i provozu Cerpadel, pripadné armatur, je stale aktudlni pochopeni
mechanizmu kavitace. Ze studia kavitacntho opotirebent exponovanych ¢asti je tfeba optimalizovat volbu
kovov(ch materialli pro provozni podminky cerpadel s cilem zv(Sent jejich Zivotnosti a spolehlivosti.

Ze ziskan(ch poznatkd vyplgva [8], Ze k opotifebeni materidlu p¥i kavitact miZze dochézet jen nésled-
kem dynamického kontaktu kapaliny s funkénim povrchem soudasti. Kavitacni ptsobent je tak intenzivni,
Zze mu zadny dosud zndm( materidl nemdze trvale odoldvat. Studium povrchu vzorkd exponovanych
v podminkach kavitace blizkych redlngm ukazalo, Ze povrch materidlu pri kontaktu s kavitujici kapalinou
je vystaven jak mnohondsobnému zatizeni, vedoucimu ke kumulaci plastické deformace a tnavovému
poruseni, tak i k lokalnimu pusobent, vedoucimu u plastického materialu ke vzniku krateru nasledkem
ojedinélého zatizeni. Na vzorcich z hlintku, kter] je mékkgm a tvarngm materiadlem, lze jiz v prvnich
minutach pozorovat lokalni poskozeni ve tvaru kraterti rGzngch rozmért (obr. 81a). Na obr. 81b) je de-
formovan( povrch vzorku etalonu hliniku CSN 42 4005 (99,5% Al) p¥i pokrotilém pasobeni kavitace.

a)

" Obrazek 81: a) Utinek kavita¢ni bubliny, b) pokrotily tcinek kavita¢niho piisobent.

12.6. Studium chloroplastt

Rostlinna pletiva patii mezi biologické materidly, které obsahuji velké procento vody. Z tohoto ddvodu
je tfeba provadét pro analgzu v elektronovém mikroskopu peclivou pripravu téchto preparati. Jedna
z aplikaci, kteréd vyzadovala vytipovani vhodného fixa¢niho a dehydratacntho ¢inidla pri piipravé vzorki
rostlinnych pletiv, byla zamérena na pozorovani intaktnich chloroplastl a chloroplastt 2. tfidy s rtizngm
stupném odvodnéni. Prace [10] pFinesla nové pohledy na vnitini stavbu chloroplastt a zjisténi odolnosti
jejich stavebnich prvkl proti odvodnujicimu ¢inidlu (acetonu). Obr. 82 ukazuje odolnou sténu cévy ve
stonku listu Spenatu. Na obr. 83a) je vidét izolovany chloroplast z listu Spenatu, s viditelnou strukturou
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gran ve vnitinim prostoru, zobrazen( v SEM. Pro srovnéni je na obr. 83b) uveden obrézek vnitini stavby
chloroplastu s grany a tylakoidnimi membranami, zobrazeng v TEM (University of Sussex).

PLOLIErASSEPH Sténa cévy ve stonku listu.
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a)

POLIEFESEEH Chloroplast v a) SEM, b) TEM.

12.7. Vyuziti SEM pri studiu dendritické krystalizace

Krystalografické analgzy s vyuZzitim skenovactho elektronového mikroskopu je mozné provadét bez
specidlnt tpravy preparatu. Krystaly jsou dostate¢né odolné proti plsobent urychlenych elektron( a je
treba brat v ivahu pouze jejich nizkou vodivost. V piipadé krystalti chloridu sodného se jedna o izolant
a pro potireby pozorovani a kvalitniho zédznamu je tfeba jejich povrch pokovit.

Atraktivnim prikladem krystalizaénich procest jsou dvojrozmérné krystaly dendritického typu. Typic-
kgm dendritickgym krystalem je snéhova vlocka, jejiz tvar vychazi z hexagonalni symetrie ledu (obr. 84).

POLTERAI SRR Sndhova viotka v SEM (Nizkoteplotni SEM Beltsville Agricultural Research Center in Maryland).

Dendritickou krystalizaci je mozné pozorovat i u krystal(l rizn(ch soli v roztocich, které obsahuijt
organické molekuly, tedy jsou charakterizované uréitou viskozitou [9]. Pouzijeme-li fyziologicky roztok
(0,9% NaCl v destilované vodé) a nechdme ho vyschnout na podloznim sklicku, dostaneme typické kubické
krystaly (obr. 85). Pokud vSak s timto roztokem postupné smichame mo¢ (obr. 86a), mozkomiSni mok
(obr. 86h), sliny (obr. 86c) a krevni sérum (obr. 86d), dostaneme pokazdé jing vysledny tvar dendritického
krystalu, coz odpovida rizngm hodnotam viskozity a jinému slozeni piislusné organické tekutiny.
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ROLTEFZIEER Kubické krystaly NaCl.

" Obrazek 86: Krystalogram a) moci, b) mozkomisntho moku, c) slin a d) krevniho séra.
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podporou vznikl tento text urceny ke vzdélavacim Gceldim v oblasti skenovaci a transmisnt elektronové
mikroskopie.
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