Shrnuti predchozi lekce

Edge effect-presvéetleni hran na strané privracené k SE detektoru
Kontrast
* Materialovy kontrast
* Topograficky kontrast
e Kanalovy kontrast
EBSD: sklon vzorku 70°
* v kazdém bodé skenovani je vyhodnocen obrazec Kikuchiho linii
* Kikuchiho linie jsou analyzovany pomoci Houghovy transformace-urceni kryst. rovin
e EBSD mapy-strukturni informace, orientace zrn pomoci Eulerovych uhl{
EDX, WDX
* vznik charakteristického RTG zareni
* EDX detektor-princip (obracené polarizovana PIN dioda, Si(Li), chlazeni)
 WDX detektor-princip (monokrystalovy detektor, Braggova podminka)
e srovnani EDX/WDX
* metody vyhodnoceni: ZAF, ®, ALCHEMI



Focused ion beam (FIB)

* Fokusovany iontovy svazek (FIB) je specialni technika SEM, ktera vyuziva misto urychlenych

elektronl nabité ¢astice kovl (kationy Ga, Au, Ir). Ga je umisténo v kontaktu s W jehlou-po
zahrati se v elektrickém poli formuje Ga do tvaru Spicky (tzv. Taylor kuzel) (d=2nm). Napéti na hrotu
(108 V.cm™) zpUsobuje ionizaci a emisni pole atomu galia. Zdrojové ionty jsou urychleny
urychlovacim napétim 1-50 keV a zaostieny elektrostatickymi ¢o¢kami. Sitka fokusovaného svazku

dosahuje jednotek nm.

Electron Beam

FIB Column
SEM Column

CDEM Detector
TLD Detector

SE Detector (Everhart-Thornley)

CCD Camera
GIS (Gas Injection System - Rectracted)

EBSD Detector (Inserted)

Stub Holder (on 6"-Stage)

Tilt axis

(not visible: EDX detector, STEM detector, Omniprobe)

Koneklory pro pfivod proudu k civce pro ohfev rezervoaru

~ s Ga které samovolné stéka k hrotu

- Zasobnik s Ga a wolframovy hrot

T "“Supresor" pro regulaci emisniho proudu z LMIS zdroje
Extrakéni elektroda vytrhava Ga z wolframového hrotu
™~ Clonka usmérnujici svazek

. .. 1. Elektrostaticka ¢ocka (tzv. kondensorova

pro formovani svazku)

. Clonky s riiznym primé&rem

pro zménu proudu ve svazku

™ Radkovaci a vychylovaci systém svazku

2. Elektrostatické ¢ocka (tzv. objektivova

fokusuje svazek iontu na vzorek)



Focused ion beam (FIB)

Priumeér castice
Hmotnhost Castice

Rychlost Castic pfi
urychlovacim napéti 30 kV

Rychlost Castic pfi
urychlovacim napéti 2 kV

Prdmeér svazku
Obvyklé urychlovaci napéti

Proud ve svazku

Hloubka vniku Castice do
zeleza pri urychlovacim
napéti 30 kV

0,27 nm
1,2x10%° kg
280 km/s

73 km/s

Svazek Ga iontu ve FIB
109-102 nm
5-30 kV

10° -105 pA

stfredni ~¥11 nm
maximalni ~30 nm

0,000005 nm
9,1x1073! kg
100 000 km/s

26 000 km/s

Svazek elektronli v SEM
101-10' nm

1-30 kV

10° -105 pA

stfredni ~1100 nm
maximalni ~3500 nm
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Focused ion beam (FIB)-aplikace @

e Priprava vzorkai TEM: pomoci metody FIB-SEM lIze selektivné vybrat vhodné misto pro
pripravu lamelek vzork( pro TEM o tloustce cca 100 nm. Pti vyrobé je nutné davat pozor na

zpétnou depozici
TEM sample preparation
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Jpm

& misto pro

SEM HV: 10.0 kV WD: 60.00 mm LYRA3 TESCAN

View field: 36.9 mm Det: SE
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SEM HV: 10.0 kV Det: BSE | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: BSE | LYRA3 TESCAN
View field: 64.7 pm  Print MAG: 2.75 kx 20 um View field: 744 ym  Print MAG: 2.39 kx 20 pm
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Electron Image 1

SEM HV: 10.0 kV Det: BSE SEM HV: 10.0 kV Det: BSE : SEM HV: 10.0 kV Det: SE

View field: 78.2 yum = Print MAG: 2.28 kx 20 um View field: 1.87 mm Print MAG: 95 x 500 um View field: 252 ym Print MAG: 706 x 50 um
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+Spectrum 4

£ il L LYRA3 TESCAN
9 kx 20 pm
SEM HV: 10.0 kV Det: BSE || || ] | ]| ] | LYRA3 TESCAN
SEM HV: 10.0 kV Det: BSE | View field: 18.8 ym Print MAG: 9.45kx 5pum : SE Pl LYRA3 TESCAN

View field: 78.2 yum = Print MAG: 2.28 kx 20 um \G:706 x 50 ym




Focused ion beam (FIB)-lamelka @

Material pri pripravé lamelky reaguje selektivné:
Piiklad paskti Fe—Si—Nb pfipravenych metodou melt spinning
a nasledn¢ zihanych za riznych podminek

470 °C, vac.




FIB-SEM tomografie-kombinuje metody SEM a FIB pro ziskani informace o vnitrni strukture
pevnych 3D vzorkd. Vrstva vzorku je postupné odprasena pomoci FIB, zatimco nové
exponovany povrch je sledovan pomoci SEM. Shromazdéna série obrazkl rezu je nasledné
digitalné rekonstruovana do 3D objemu. Tato metoda je destruktivni.

https://www.youtube.com/watch?v=zlgdan8f5QA

3D-Virological synapses
between infected and
uninfected T cells




FIB-plazmovy zdroj iontu

pomerné nova alternativa tradicnimu FIB
zdrojem iontU pro fokusovany iontovy svazek je plazma xenonu
vytvorena pomoci elektrického vyboje
vyhody:
* moznost dosazeni vysokych proudu (~uA) ve svazku
e spolu s vysokou hmotnosti Xe to vede k rychlejsSimu odemilani
materialu
e DalSi vwvhodou oproti Ga FIB je inertnost Xe iontu, které pfri
interakci s pevnou latkou chemicky nereaguiji i kdyz se mohou
do povrchu implantovat
nevyhody:
vyrazné horsi moznost fokusace oproti Ga (rozliSeni Ga FIB ~5 nm,
XE FIB ~25 nm pri 30 kV)
=> nelze obrabét s takovou presnosti jako Ga FIB
=> horsi rozliseni v rezimu zobrazovani
vhodné predevsim na hrubsi obrabéni a a provadéni velkych rezu
(>100 um)

: T 100pm
TSV cross section was milled 45 minutes, using Xe beam at 30 kV.,
2 UA. Its dimensions are 400 microns long, 100 microns wide and
50 microns deep. Deep fine polishing of 4 vias took 30 minutes.
Using ion beam would need approximately 40 hours for rough
milling and another at least 10 hours fine polishing.



Pfiprava vzorku SEM - metalografie

e odbér odbér vzorku preparace brouseni
charakteristické misto i e S u
bez ovlivnéni materialu A

* preparace = l
zalisovani za tepla — pozor na ovlivnéni struktury teplem ) ‘ ~ I n
zaliti za studena N/ |

° brougenl’ pozorovani leptani lesteni

od nejhrubsiho papiru po nejjemné;jsi
brousi se prevazné pod vodou — chlazeni a odvod tfisek
minimalni ¢as, minimalni tlak
e lesténi
diamantové suspenze s pouzitim smacedla (nejcastéji etanol)
pfipadné Al,O; nebo SiO, suspenze; elektrolyticky
* pozorovani metalografického vzorku
po lesténi - inkluze, porozita, koroze, trhliny,....
po leptani - strukturni detaily



Pfiprava vzorku SEM - odbér

* metalograficka pila

e urcend k manualnimu i automatickému presnému déleni
velmi malych i vétsSich vzorku

» stolek pohyblivy v obou osach

e preddefinované programy - poloha stolu, pocet fezl, Uroven
citlivosti snimani fezného odporu apod

* krokovy i diagonalni fez - pricemz délici sila je zavisla na

rychlosti posuvu
* umoznuje také automatické pulzni déleni materialu
e vzorky az do priméru 75 mm, nebo 125 x 75mm, ¢i tyCovinu




Pfiprava vzorku SEM - preparace

zamykani komory
chambre locking

* automaticky metalograficky lis g;z:on

» vzorek se vlozi na pist do lisovaci komory

e po spusténi pistu do spodni polohu se vzorek zasype
praskovou lisovaci hmotou (vodiva nebo nevodiva-
pryskyrice dopovani médi nebo grafitem)

* hmotu se vzorkem lisujeme pri dané teploté a tlaku-pozor
na mozné poskozeni vzorku (lisovaci teplota je az 200 °C)

ovladaci panel
control panel

zapnout
switch on

e zalévani za studena

* vzorek se vlozi na dno zalévaci formicky ——

» zalije se obvykle viceslozkovou zalévaci smési (pryskyrice)
* po ztuhnuti vyjmeme z formicky

13



Pfiprava vzorku SEM - brouseni

* metalograficka bruska

* manuadlni, semiautomaticka, automaticka

 malé vzorky je potfeba mit uchycené v pryskyrici nebo v
Celistech

* brousi se za mokra (voda nebo Et-OH, isopropanol atd..)

e postupné na brusnych papirech s klesajici zrnitosti

(oznacené cCislem — pocet zrn na cm? => ¢im vétsi, tim

jemnéjsi papir, do 1500-2000) s minimalnim pfritlakem

brousi se pouze nezbytnou dobu — kdy uz neni mozné

rozeznat ryhy z predchoziho brouseni

1. privod vody

- / Water inlet \

.

2. nastaveni otacek
AT rgtation speed knob

SOS stop

14



Pfiprava vzorku SEM - lesténi

metalograficka bruska nastaveni otadek
* kle3téni se nandsi lestici suspenze na nosné lestici platno nebo ~ rotation speed knob &
lestici kotouc
» |esti se téz za mokra, ale platno se jen kropi-nesmi byt mokré
* diamantova pasta: velikost ¢astic 1 um
* suspenze OP-S (
* dochaziik naleptani hranic zrn

emergency stop

vibracni lesténi

* k jemnému dolesténi vzroku, které se nepovedlo vylestit
standardnim postupem

* vzorky se polozi na vibracni desku na které je ca. 3mm vrstva
lesticiho média

e pomocijemnych vibraci dochazi k vyrovnani povrchu vzorku

* nevyhoda: je to pomala metoda-lesti se jednotky hodin vismicasail

polishing cloth
with specimens

switch on

vibrations on

switch off

vibrations intensity



Priprava vzorku SEM - leptani

e zakladni metody 1)

1. na hranice zrn: leptani vzorku dochazi primarné na hranicich zrn-

tim se zvyrazni jednotliva zrna

2. plosné leptani: pro barevné rozlisSeni zrn rlizné orientace

3. selektivni leptani: rozliseni zrn ruznych fazi (rozdilna reaktivita)
» zpravidla ve smési kyselin / zdsad 2) gy
* |eptaji se z pravidla Cerstvé vylesténé vzorky . / R )
* vhodna leptadla a zpUsob aplikace (ponoreni, potirani, opakované — 7

leptani — doleptavani, pouziti vice leptadel, teplota,...) jsou specifické
pro rlizné materidly-lze dohledat v literature !
» Casy uvedené pfi leptani jsou pouze orientacni — kazdy vzorek muze =z S
(diky odlisSnému lokdlnimu chemickému slozeni, procesu vyroby,...)
reagovat odliSné
* nékdy je mozné / doporucené vicendsobné leptani — opakované v
jednom leptadle, nebo v ruznych leptadlech




Pfiprava vzorkt SEM - pozorovani @

vysledky jednotlivych krokl Ize sledovat pomoci
metalografického optického mikroskopu

umoznuje pozorovani v odrazeném sveéetle s aplikaci
polarizacniho filtru

obvykle vybaven moznosti pripojit kameru/fotoaparat

Trinokularni

Tubus pro - hlavice
e \ s drzakem
Ovladaé - .
~ e
Objeklivy - ,\4 3\ systému Principle =
\ . .
il : / makroposuvu Metallurgical Microscope
Ovladaé - o100
Kond g <4—— systému A
oSuvU N3 o




Environmentalni EREM

e Environmentalni rastrovaci elektronova mikroskopie umoznuje zkoumani vzorku zZivé i nezivé
prirody v podminkach vysokého tlaku plyn — az 3000 Pa. V dlsledku vysokého tlaku plyn( v
komore vzorku EREM dochazi ke zvySenému poctu interakci e. s molekulami a atomy plynu,
cozZ je provazano s rozptylem primarniho e. svazku, zvétSenim priimeéru jeho stopy pri dopadu
na vzorek a narustem Sumu v obraze. Rozptyl PE roste se zvysujicim se tlakem plynu, pracovni
vzdalenosti a s klesajicim urychlovacim napétim svazku. To je ale kompenzovano tim, ze vzorky
mohou byt pozorovany bez nutnosti jejich predchozi preparace, Ci vyskytu nezadoucich
nabijecich artefaktl na jejich povrchu

HV vac mode det mode mag [] | spot WD HFW ' 18

e s
% 200kV  Highvacuum ETD SE 5000x | 25 9.8mm 82.9pum



Vakuovy systém a vakuové médy EREM  (Jpm_

e High vacuum: vhodny pro vysusené,
elektricky vodivé vzorky

Delfusion of

Cenme et * Low vacuum: (asi do 330 Pa) vhodny pro
V. 2?,:{,' elektricky nevodivé vzorky bez nutnosti
l L—t-_-‘ e zvodivéni jejich povrchu
. -waa

e ESEM: (asi do 2500 Pa) vhodny pro vysoce
vihké nevodivé vzorky bez nutnosti zvodiveni
jejich povrchu a dynamické in-situ
experimenty jako je napt. tani, tuhnuti,
kondenzace aj. Casto za vyuziti chlazeného Ci
vyhrivaného drzaku vzorku

19



3000Pa

p o s -
B B B OB N S T T e

Obr.1.: m=0.05 Obr.2: m=1

Flight simulator (metoda Monte Carlo), 10000 elektrond prim. svazku v prostredi
vodnich par komory vzorku EREM pro ruzné hodnoty m (Ep=20 keV, WD=2mm)

m — prumeérmny pocet srazek na jeden elektron (-) [9]

op— celkovy Géinny prifez molekul plynu (m?)

. GT p d p - tlak plynu (Pa)
m = d - delka drahy elektronu v plynu (m)
k T k - Boltzmannova konstanta

T - teplota (K)

20



Rozptyl e. v prostiedi vysokého tlaku EREM  (JpM_

Rozptyl elektronl primarniho svazku prochazejiciho prostfedim vysokého tlaku
plynd v EREM maé za nasledek snizeni poméru signal/Sum v detekovaném signalu,
coz mUze vést az ke snizeni rozliSovaci schopnosti mikroskopu.

Tento problém muze byt reSen:

e zkracenim drahy elektronl prochazejicim prostredim vysokého tlaku plynt
* zvySenim urychlovaciho napéti elektrond primarniho svazku

e vhodnou volbou druhu plynu a minimalizace jeho tlaku

* snizenim rychlosti rastrovani



Detekce SE v EREM @

Enviromental secondary detector ESD: zjednodusene Ize pripodobnit k

deskovému kondenzatoru se vzduchovym dielektrikem, mezi jehoz deskami je

elektrostatickeé pole
Je-li kinetickd energie elektronll dostatecna k ionizaci molekul plynu,
dochazi k lavinovému nasobeni signalnich elektront , jenz jsou
pritahovany k honi elektrodé detektoru

Vyhody:

e signal ze vzorku muze byt zesilen v radu stondasobku
pUvodniho signalu

» kladné ionty vznikajici jako dusledek srazek elektronu s

= Non-condistig wsetimen molekulami plynu neutralizuji zaporny naboj na izolacnich

t‘ i vzorcich a odstranuji povrchovou kontaminaci vzorku

Nevyhody:

e ESD zaznamenadva smiseny signal SE, BSE a PE, coz zpUsobuje
vyskyt SE topografického a BSE materialového kontrastu v
obraze



EREM - aplikace

Lidska cévni nahrada — Lidsky vlas — mag (900x) idska zaludecni sténa s
bezprostiedne po vyndani z metastazami rakoviny.
lidskeho téla (mag.800x). (450x)

23



EREM - aplikace

HV: 30.0 kv DET. SE Detector p—
Vega ©Tescan DATE: 12/14/00 200 um UHE LF MU v Brné Vega ®Tescan OATE: 032201 S0Dum U—{E LFMUYBme

e ¥, v \
HY 231 Y OET BSE Detector




In-situ elektronova mikroskopie

e pro poznani vlastnosti materialt je vhodné znat nejen pocatecni a konecny stav, ale i moznost
sledovat zmény primo

e vyuziva se pro sledovani odezvy vzorku na podnét v realném case

* elektronovy mikroskop musi snimat dostatecné rychle

 EM je nutno doplnit o dodatecné moduly tj. drzak vzorku

schopny aplikovat vnéjsi podnéty

* ohrev / chlazeni
* elektrické napéti
* mechanické namahani
* reaktivni prostredi (kapalinové nebo plynové reakéni ¢lanky)
e o0zarovani vzorku fotony
* vyuziva se automatické vyhodnocovani vysledkU _

f :
£ Graphene

Encapsule Gas cell

SiN, Molecular
Liquid Cell Reactions

In situ TEM

-




Reakcni drzaky vzorku

Drzaky se zménou teploty

Ohrev vzorku

e vétSina drzakd TEM pro ohfev vzorkd ma valcovou miniaturni pec (topnou spiralu), na (ve) které je umistén
vzorek o prumeéru 3 mm

* okoli pece je chlazeno vodou — minimalizace salani tepla do prostoru mikroskopu, omezeni driftu vzorku
(specialné pro teploty nad 800°C)

* tento design umoznuje ohrev az do 1300 °C

Chlazeni vzorku

e pomoci Peltierova ¢lanku (viz nasleduijici slide)

* pomoci kapalného N,

e chladi se pouze vzorek, nikoli cely prostor komory

gas injector

26




Peltieruv ¢lanek

funguje na prinicpu tzv. Peltierova jevu: kdyz prochazi proud obvodem se dvéma rozdilnymi vodici zapojenymi
v sérii (bismut a tellur, polovodice), jejich spojené konce se ochlazuji a jejich opacné konce zahfivaji
Maximalni chladici vykon se pohybuje od desetiny wattu az po stovky wattl. Maximalni rozdil teplot maze

dosahovat 60 az 75 °C
|ze zapojit i obracené: zménou teplot Ize generovat proud

Vyhody:

* Malé rozméry

* Okamzity efekt chlazeni/topeni

* Dosazeni nizkych teplot az -20 °C
* Snadna regulace vykonu

* Absolutné tichy provoz (Zadné pohyblivé ¢asti) Nevyhody:

* Dlouh3d Zivotnost (teoreticky neomezena) e Prehfivani

* Moinost usmérnit chlazeni na velmi malou plochu (lze /K3 spotfeba proudu
ch'ladit i 10x10 mm preparat na podloznim sklicku « Vy3&i cena v pfipadé potieby velkého chladiciho vykonu
mikroskopu) « Maly rozdil teplot mezi studenou a teplou stranou &lanku

* Snadnad zména sméru toku tepla (zména studené a teplé .
strany ¢lanku) - pouze zménou sméru elektrického proudu

Nizsi uc€innost v porovnani s kompresorovym chlazenim



Reakcni drzaky vzorku

Gas cell EM

* konvencni TEM pracuje za podminek vysokého vakua

e pro ziskani informaci o chovani material v realném prostredi je vhodné studovat vzorky i v odlisSné
atmosfére

e existuji dvé zakladni platformy
* konfigurace s otevienymi burnkami-omezuje plynnou atmosféru v blizkosti vzorku pomoci tlaku. Otvory

omezujici tlak jsou umistény v Cocce objektivu v tésné blizkosti vzorku a diferencialni cerpaci systém je

vybaven tak, aby se zabranilo difuzi molekul plynu z komory smérem k jinym ¢astem TEM, zejména k
elektronovému délu.
* uzaviené plynové/kapalinové komurky — uzavieni vzorku a vysokotlakého plynu do malého prostoru
* reakéni objem a vzorek jsou ohraniceny elektronové prahlednym hornim a dolnim oknem, které
umoznuje zavedeni a utésnéni plynné atmosféry
* vhodné zejména pro: (de)hydrogeacni procesy, interakce mezi pevnou a plynnou fazi, potlaceni odparovani
vzorku, oxidace a redukce kovd, rist nanostruktur oxidd kovU, reakce s ionizovanym plynem.

Leptani nanocastic PbSe

https://www.youtube.com/watch?v=7sX7BORSDWw&ab_channel=ScienceX%3APhys.org%2CM
edicalXpress%2CTechXplore

Kombinovany drzak TEM vzorkd
https://www.youtube.com/watch?v=QWtM8zpCUu0&ab_channel=Protochips



Reakcni drzaky vzorku

Liquid cell EM
* reakce probiha v kapalném prostredi

* LCse typicky sklada ze dvou membran které zapouzdruji vzorek v kapalném prostredi

* |ze vyuzit pro pozorovani v SEM (A), TEM (B), STEM (C)
* material membrany musi byt vhodné zvoleny

e pruhlednost pro elektrony

* homogenita tloustky

e stabilita ve vysokém vakuu

* bez nabijecich efektl

* omezeni ohrevu pri interakci s elektrony

* napfr: Si;N, 0 d=10-50 nm, (D)

» vicevrstvy grafen nebo oxid grafenu d<10nm (E)

Leptani nanocastic PbSe v k

https://www.youtube.com/watch?v=7sX7BORSDWw&ab_channel=ScienceX%3APhys.org%2CM
edicalXpress%2CTechXplore

Kombinovany drzdk TEM vzorkd
https://www.youtube.com/watch?v=zoSWBStFBrY&ab_channel=Protochips
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Mechanické namahani

e v prostoru komory je umisténo zarizeni pro studium mechanického namahani vzork
e zOna zmény geometrie vzorku je snimana pomoci EM

e svyuzitim EBSD je mozné urcit vliv namahani na zrna o riizné orientaci

 zarizeni mUze byt doplnéno o ohrev vzorku b GBS

* mozné zkousky: : &_:
e tahové zkousky (viz videa od T. Krumla)
 Cyklické zkousky (tah — tlak) mm——
* deformacni zkouska kroucenim m—d
* Nanoindentace — in-situ méreni tvrdosti =
* Mikrokoprese pilirkt — tlakova zkouska plochym TR g
hrotem = ——

Tahova zkousSka-animace
https://www.youtube.com/watch?v=qCMGoktXSF4&ab_channel=ZEISSMicroscopy
Particle compression

https://www.youtube.com/watch?v=mBa7iNbhjPM&ab_channel=MingwenBai



Pfiprava biologickych vzorku

* biologické vzorky obsahuji vodu — problém se stabilitou ve vakuu

e pro vysokovakuové SEM suché
e pro nizkovakuové-do 70 % vody
e pro environmentalni -zavodnéné
 stabilita pri ozareni primarnimi elektrony
e dostatecna produkce detekovanych signall
e zastaveni zmeén souvisejicich s posmrtnym rozkladem po odebrani vzorku
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Pfiprava biologickych vzorku

a) Tradicni priprava preparatu:

fixace: glyceraldehyd, formaldehyd, OsO,

dehydratace: aceton, ethanol

suseni: CPD(critical point drying), t-butanol, suseni na vzduchu
lepeni na terce

zvysSeni povrchové vodivosti (pokoveni Pt, Au)

e zvysSuje produkci SE a BSE

e snizuje tepelné poskozeni a nabijeni povrchu vzorku

BRSNS =

32



Pfiprava biologickych vzorku

b) vitrifikace-transfomace latky na sklo
krystalicky led:

nizSi hustotu a vetsi objem nez kapalna voda
vitrifikovany led:

zhruba stejnou hustotu i objem jako voda

bez segregace rozpoustédla a rozpusténych latek
Zpusob pripravy vitrifikovaného ledu:

1) rychlym zamrazenim (>5*%10°)

2) mrazeni pri vysokém tlaku

3) pouziti kryoprotektantu béhem mrazeni
Chladivo:

kapalny dusik: bod varu -196°C, bod tuhnuti -210°C

nizka teplotni kapacita, chlazeny material je obklopen vrstvou

plynného N2=izolator

kapalny etan: bod varu -88°C, bod tuhnuti -182°C

vysoka teplotni kapacita

Ice
crystallization

Q=

Vitreous,
glassy state

EG+DMSO+0.4M
sucrose



Kryoelektronova mikroskopie
e vyuziva se predevsim v biochemii a biologii
* umoznuje studovat struktury bunék, virQ atd. témér v atomovém
rozliSeni
* byva spojena s vytvarenim 3D modell
* celd komora se vzorkem musi byt neustale chlazena kapalnym
dusikem, aby nedoslo ke ztraté vitrifikovaného ledu

https://www.youtube.com/watch?v=6G550DfY75Q&ab_channel=MRCLaboratoryofMolecularBiology
https://www.youtube.com/watch?v=L-65mpdKLzQ&t=117s&ab_channel=ThermoScientificEM%26Spectroscopy

EM sitka

Ctverec v sitce

Dira v uhlikovem filmu Pricny rez dirou v C filmu

Led preklenujici diru

k——60 um%{ k—1 pm—3 k—1 pm—3 34

N

3 mm
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3D rekonstrukce biolgickych vzorkd 4Prm_

Sample preparation Volume SEM acquisition Image processing/analysis

duration: ~5 days ~
Serial Block-Face Electron Microscopy (SBEM) ' image tiles

— )
specimen
m ired: region ‘ SEM ' ‘ '
dissection ofinterest) diamond .
of tissue knife
i
— y uir
image
2) series
aldehyde > cutting imaging
fixation i + acquisition cycle |
g Focused lon Beam S5canning Electron Microscopy (FIB-SEM)
slainlané with Oamum,
heavy metals :'2:3 - \‘ SEM ' \‘ '
« «
i e e N £ £~
\_ﬁ N 4
4 graded o g
deh [ t?aﬂ'on ethancl - - [
yirad W | series milling » imaging registered image stack
h ‘ ’ T acquisition cycle I *
' 3D representation
M o~ Y
(5) i i i i '
embedding n curing Automatic Tape-Collecting Ultramicrotome / SEM Imaging
epoxyresin | fff | inoven sample  diamond knife ‘ R '
- section collection i
on tape
(6)
trimming K
(Fhown " E— —
for SBEM) l'lg‘“:' blo(k’
D e |l Y e
coating waterfilled
£ boat

(5w - . . .
for SREM) e — . tapewith sections on wafer J visualzation, annotation, and analysis 35




I
S

I
I

& Porovnani metod pripravy vzorku

u
C

Distribuce velikosti hlavicky spermie jesetera v zavislosti na
metodeé pripravy preparatu
a) CPD drying

b) t-butylalkohol

c) ESEM

d) cryo-SEM

PSeniCka et.al.: Micron, 41(5), 2010




Elektronova litografie @

technika umoznujici zapis elektronovym svazkem
svazek lze vychylovat
a) v pravidelném rastru (rastrovy zapis)
b) na libovolnou pozici vychylovaciho pole (vektorovy zapis)

e vyuziva se netermické (tzn. nic se nevypaluje) interakce svazku energetickych
(urychlenych) elektront s vrstvou vhodné latky — tzv. elektronového rezistu

e elektronovy rezist: obvykle makromolekularni latka senzitivni na elmag. zareni —
pusobenim energie PE dochazi k chemické zméné polymeru (sitovani-negativni rezist)
nebo k degradaci (pozitivni rezist)

* Pri prichodu elektront vrstvou rezistu dochazi k elastickym a neelastickym kolizim
elektronl s molekulami pripadné atomy rezistu a pri téchto interakcich predavaji
elektrony svoji energii ozarovanému materialu

 V elektronovém rezistu tak vznika latentni obraz, ktery je nutné néjakym zptusobem

nasledné vyvolat



Elektronova litografie-postup

podioZka s funkéni vrstvou nanessni vrstvy pozitivniho
polymemniho rezistu
“
| |
expozice rezistu svazkem
elektrond
—_—
| |
vyvoléni exponovaného
|— —| obrazu v rezistu
L lepténi funkéni vrstvy
pfes rezistovou masku
odstrandni rezistu
obraz ve funkéni vrstvé
(pozitivni)

https://www.youtube.com/watch?v=yt6yf-jhQjc&ab_channel=%C3%9Astavp%C5%99%C3%ADstrojov%C3%A9technikyv.v.i.ISIBrno 38



Urychlovaci napéti: 15 kV

Tvarovany svazek: 0.1 — 6 um (po 100 nm)
Proudova hustota ve svazku: 0.5 — 1 A/cm?
Krok vychylovani svazku: 100 nm

Max. velikost vychylovani: 3 mm x 3 mm
Krok interferometr(: 40nm (lambda/16)
Krok korekci: 100 nm

Mezni rozliseni: 100 nm

Strategie zapisu (expozice): vektorové vychylovani pravouhle tvarovaného
svazku proménnych rozmérd

Maximalni velikost substratd: 4 x 4 inch?
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 Materialové vedy

 TESCAN VEGA — W katoda

 TESCAN MIRA — Schotky katoda

 TESCAN CLARA - Schotky katoda + nizké kV

e TESCAN MAGNA — Schotky katoda + imerzni méd + STEM
 Ziva pfiroda

 TESCAN CLARA CRYO

« TESCAN MAGNA
e Geovedy

 TESCAN TIMA-4 detektory EDS, automaticka identifikace

minerall
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S Aktualni modely-Thermo Fisher scientific

ThermoFisher
SCIENTIFIC

e SEM Axia
e AXIA-simultdnni EDS SEM analyza L
e Verios-pri nizkém napéti (20eV-30 keV) '
* Quattro-FEG SEM, ESEM, in-situ
* Prisma- ESEM, in-situ
e Apreo-pfi nizkém napéti (20eV-30 keV)
* VolumeScope-3D SEM with diamond knife
 Desktop SEM

 Phenom-rada modelu dle specifikace, do 20 kV
 FIB-SEM

* Helios (Ga nebo plasma)
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I8 Aktualni modely-Delong instruments

e TEM
 LVEM (Delong’s low-voltage electron microscopes)
* nejmensi TEM
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