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1 UVOD

Rozdil mezi mnozstvim dopadajicich a emitovanych elektroni pii zkoumdani
nevodivych ¢i hife vodivych vzorkd v SEM zpusobi v misté dopadajiciho svazku
naboj. Rovnovaha mutze byt dosazena i za cenu vzristu rozdili potencidlu
vzorku, pole zpisobené nabojem mé za nasledek zkresleni obrazu. V posledni dobé
ptitahuji pozornost metody zkoumajici nevodivé vzorky bez vrstvy pokoveni, a tedy
bez ztraty dulezité informace.

V klasickych elektronovych mikroskopech se tlak v komoie vzorku pohybuje
v fadu 107 a2 10 Pa a niZe a odvod naboje zde probiha prostfednictvim vybijeciho
proudu anebo neprobiha. Rada mikroskopu s vysokym (10> — 10%) nebo promé&nnym
tlakem v oblasti komory vyuziva ke kompenzaci povrchového naboje ionty okolniho
plynu. Tyto metody oznacujeme jako LV SEM (low vacuum SEM); zvlastnim
pfipadem je tzv. environmentalni mikroskopie (ESEM) se zna¢né vys$sSim tlakem
a piitomnosti vodni pary vkomoie vzorku. Piistroje jsou velmi perspektivni
a umoznuji zobrazeni vlhkych biologickych vzorka. V téchto typech mikroskopti
v kazdém pripade ztrdcime vyznamny podil primarnich i signalnich elektrond,
rozptylenych na molekulach plynu.

Velkou piednosti nizkoenergiové mikroskopie viibec je moznost studia skutecné
topografie vzorku. Pfi nizkych energiich dopadu elektront navic vyznamné narlista
uroven detekovaného signdlu a zlepSuje se pomér signalu k Sumu v obraze. Pro
vetSinu vzorkl existuji dveé hodnoty dopadajici energie, pro které nastane stabilizaci
povrchového potencialu ndbojova rovnovaha. Tuto skutecnost vysvétluje tvar kiivky
zavislosti celkového vytézku elektronti (o= +17) na dopadajici energii, ktery je
naznacen na obr. 1.1. Kiivka ptekracuje jednotkovou troveini pro mnohé vodice
a prakticky pro vSechny nevodice, u nichz vytézek & dosahuje standardné vysokych
hodnot. Sledovanim prabehu kiivky celkového vytézku se zménou dopadajici
energie si muzeme objasnit zmeény nabijeni vzorku.

Sledujme nabijeni vzorku v zavislosti na dopadajici energii podle obr. 1.1.
Energie dopadajicich elektront E;  je E' <E,’<E". Interval (E',E") je ten, ve
kterém plati 6 >1—7. Pfedpokladame, ze povrchovy potencial Us bude kladny.
Povrch vzorku tedy pfitahuje dopadajici elektrony, zvySuje jejich energii, pracovni
bod A se posouvd kvySSim energiim do bodu B a vznikda U, >0,
Us=(E,;—E])/e. Pii energii E,, je maximalni povrchovy potencidl zavisly na
svodovém odporu vzorku a pii velmi vysokém odporu miize dosahnout hodnoty
U,,..=(E" —E})/e, kdy se pracovni bod nachazi v bodg A.,,.

Na kiivku celkového vytézku je mozno pohlizet jako na druh ,,voltampérové*
charakteristiky, umoziujici graficky vyhodnotit povrchovy potencidl Us podle



priseciku piimky I, =U,/R skiivkou celkového vytéZku. Sklon této pfimky je
charakterizovan smérnici (eRI,) .

Vliv neohmického charakteru odporu vzorku miize vést ke stanoveni chybnych
hodnot povrchového potencialu. Je ovSem tieba si uvédomit, ze v pfipadé vzorku
izolantu neni pii automatizovaném meéfeni mozné zjistovat indukovany naboj
meéfenim proudu vzorkem a zménou dopadajici energie nastavovat jeho nulovou
hodnotu. Zbyvaji tedy pouze nepiimé metody zjiStovani stavu nenabijeni.

samovolna zména pfi nabijeni
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Obr. 1.1 Zdavislost celkového vytéZku elektronii na energii dopadu E;.

Pro velikost povrchového kladného naboje je dilezitd skutecnost, ze elektrony
s kinetickou energii mensi nez eUs, tj. predevsim sekundarni elektrony, jsou
pritahovany zpét ke vzorku. Vysledkem je snizeni celkové emise a nastoleni
nabojové rovnovahy pii snizené hodnoté Us. Z obr. 1.1 je patrné, Ze v tom piipad¢ se
pracovni bod posouva do bodu A’. Jev zpétného pritazeni sekundarnich elektronti
a dosazeni rovnovahy pti malém povrchovém potencialu je vyhodou nizkonapét'ové
mikroskopie v oblasti energii E' < E, < E",

Jev zpétného pritazeni sekundarnich elektront je velmi prehledny v pripadé, Ze se
vzorek nenachdazi v blizkosti silného extrakéniho pole detektoru. Pokud tento
pfedpoklad neni splnén nebo je na vzorek ptilozen potencial vici zemi, jako je tomu
v katodové cocce, situace se stava slozitejsi. V ptipadé katodové cocky silné osové
pole v prostoru mezi anodou a katodou ptisobi jako extraktor sekundarnich elektronti
ze vzorku, zatimco mezi zdporné nabitym preparatem a kladné nabitym zornym
polem se vytvori radidlni pole. Kombinace obou poli se pak uplatiiuje pti postupném
ustaleni kone¢ného kladného potencialu Us.




Pii energii primarniho svazku E; > E" se vzorek nabiji zaporn& a dopadajici
elektrony jsou potencidlem povrchu brzdény. Povrchovy potencidl mize dosdhnout
velmi vysokych hodnot, pokud je energie E, vysokd, maximalné¢ pak
Us,.=(E"—E))/e. Pro vzorky sniz8im svodovym odporem se pracovni bod
posouva do bodu D, protékajici svodovy proud ma hodnotu / =U,/Ra povrchovy
potencial je Ug=(E,, —E})/e. Pouze pro vzorky s nekonecné velkym svodovym
odporem se pracovni bod C po kiivce posune k hodnoté kritické energie E” do bodu
A.. Pfi nulovém svodovém odporu je U, =0, na kiivce celkového vytézku to
odpovida bodu C a k zadnému posuvu nedochazi.

Z méfeni Casové zavislosti celkového vytézku signalnich elektronti o(¢),
emitovanych z bodu vzorku poprvé osvétleného elektrony urcité energie, vychézi
metoda nenabijeci mikroskopie. Jednd se o piivodni metodu vzniklou v UPT [3],
ktera byla v nasledujicich letech implementovéna v upraveném SEM BS 343 [4] a
publikovana, predevs§im v rozsahlém ¢lanku Franka a kol. v roce 2001 [5].



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Model rozloZeni naboje uvnitt vzorku a jeho Casové zmény v pribéhu nabijeni
preparatu lze vypracovat jen ramcoveé. Pro skutecny vzorek urime spolehlivé
povrchovy potencidl pouze méfenim emitovaného proudu, tj. signalu z vystupu
fotonasobice. Vyhodnocenim zmén pilisobeni povrchového potencidlu na obraz se
snazime nalézt optimalni hodnotu kritické energie zpisobem naznacenym
na obr. 2.1.

Béhem nabijeciho procesu se energie dopadajicich elektroni samovolné meéni
smérem k vySSi z kritickych energii E; pfi soufasném ustavovani povrchového
potencialu. Celkovd zména detekovaného signalu, zplisobend timto pfizptisobenim,
slouzi jako meéfitko odchylky energie primarniho svazku od kritické energie.
Procedura nastaveni hodnoty energie dopadu elektroni priméarniho svazku jejich
zbrzdénim v katodové CoCce milize byt automatizovana v fidici smycce spolu
s kvantifikaci signalu.

Procedura nastaveni kritické energie, realizovana v pocitacové fizeném SEM
Tesla BS 343, zahrnuje [4]:

1. Smyc¢ku méfeni zdvislosti signdlu na case viadé bodl, které dosud nebyly
osvétleny.

2. Zpracovani a interpretace kiivek a ziskani hodnoty celkové zmény signalu.

. Ur¢eni nové hodnoty dopadajici energie a jeji automatické nastaveni.

4. Vyhodnoceni zavislosti celkové zmény signdlu na energii a urCeni optimdlni
energie.

5. Sejmuti obrazu pfi zjisténé kritické energii.

Ad 1.

O8]

a) Rastrovani probiha jen v casti zorného pole (ZP). Po mechanickém posuvu
vzorku na nové zorné pole je jeho Cast rezervovana pro meéteni.

b) Energie dopadu je nastavena na piedem zvolenou hodnotu E;’, paprsek se
zastavi v prvnim z mefenych bodl a je zméfena a ulozena zavislost signalu
S(#). Méfeni se opakuje pro libovolny pocet bodi, obvykle N = 50.

c) Nasleduje zpracovani nametenych kiivek S(7).
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Obr. 2.1 Princip metody nenabijejici mikroskopie.

Ad 2.

Algoritmus zpracovani kiivek je sestaven nasledovné:

a) Je urCen pramér z hodnot signalu v bodech useku Py kazdé kiivky a stanovena

ustalend hodnota signalu S.

b) Kiivky jsou vynasobeny faktorem < S, >/S,; tato operace zaruci konvergenci

k jediné hodnot¢ signalu.

c) V rozmezi tseku Py kazdé kiivky se scitaji odchylky dat vzhledem k hodnoté

<Sy> s cilem ziskat plochu A, kterou kiivka vymezuje.

d) Je vypoctena primérna plocha <A> a kfivkam jsou pfifazeny odchylky

A =(A—-<A>)/ < A>.
e) Jsou vyfazeny kiivky s AAd>A4, . .

Kroky d) a e) se opakuji, dokud plocha kterékoli kfivky presahuje maximalni
povolenou odchylku 44, od aktudlniho priméru a pokud neni piekrocen

maximalni povoleny pocet vytazenych kiivek.
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Obr. 2.2 Postup snimdni casové zavislosti signalu z obrazového bodu a kriteria pro
vyber namérenych kiivek S(t).

Ad 3.

Hodnoty nastavované energie dopadajicich elektroni jsou v pfedem pfipraveném
souboru, ktery je volen operatorem. Plynulé nastaveni aktualni energie je feSeno
pomoci elektronicky fizeného vysokonapétového zdroje.
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Obr. 2.3 Zdvislost velikosti integrdlu nabijeni na energii; povrch papiru sejmuty pri
energii E; = 2460 eV.
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Ad 4.

Konecny vysledek zpracovani kiivek poté, kdy probéhlo méfeni pro vSechny predem
vybrané hodnoty energie dopadu, udava hodnotu kritické energie E”. Ta je uréena
prusecikem ktivky s vodorovnou osou, viz. obr. 2.3.

AdS.

Po potvrzeni operatora je nastavena nalezena kriticka energie a sejmut snimek. Je
vhodné predem vzorek mechanicky posunout na dosud nezasazené zorné pole.
Snimky nevodivého vzorku papiru na obr. 2.4 jsou sejmuty vrozmezi energii
dopadu elektroni primarniho svazku 1800 e} az 2680 el. Hodnota, vyplyvajici
zmeéfeni a odectena z grafu na obr. 2.3 jako kriticka, 2310 el se ukazala byt
spravnou. Nabijeni v oblasti pod kritickou energii je méné vyznamné nez nad touto
hodnotou, jak potvrzuji snimky sejmuté v okoli kritické energie. Obraz pro energii
dopadu 1800 eV vykazuje jen minimalni stopy nabijeni, zatimco snimek pti 2680 el
je jiz poskozen ptitomnosti zaporného naboje na povrchu vzorku.

Obr. 2.4 Vzorek papiru pri prvnim prerastrovani zorného pole, energie dopadu je
a) 1800 eV, b) 2310 eV, ¢) 2680 eV, zorné pole pro viechny snimky 90 um.

Metoda je nyni dostupna v plné automatizované verzi metody nastavovani
kritické energie dopadajiciho svazku v mikroskopu TESLA BS 343 (viz obr. 2.5)
a je pripravovana zdokonalena verze pro fidici software mikroskopu TS 5130 Vega.
V obou pristrojich se pro nastaveni energie dopadajicich elektronli pouziva katodova
cocka. Elektrony v tomto uspofadani opoustéji anodu s vysokou energii a pti dopadu
na vzorek se jejich energie snizi na

E =E,+eU, (2.1)

kde U, < 0 je velikost predpéti vzorku, ktery se nachazi v silném elektrostatickém

poli. Brzdna konfigurace ma piiznivy vliv na rozliSeni. K dosaZzeni co nejlepsSiho

rozliSeni pfi nizkych a velmi nizkych energiich by imersni pomér k, dany vztahem
k=(E,/E)) (2.2)

m¢él byt co nejvyssi [2].
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Mezi vyhody pouziti metody nenabijejici mikroskopie v usporadani mikroskopu

s katodovou ¢ockou patii predevsim:

vysoké rozliSeni obrazu pfi energii dopadajicich elektront 1 — 2 kel ;
minimdlni zdsahy pfi zméné energie dopadu elektroni (mirné doostieni,
ptipadné korekce astigmatismu);

emitované elektrony SE i BSE jsou urychleny v poli katodové cocky a
soustiedény kolem optické osy, takze signal, snimany detektorem BSE,
reprezentuje celkovou emisi elektronti (velmi vysoky signal v celém rozsahu
energii).

Ptedpoklady pro zavedeni metody zahrnuyji:

pocitacové ftizeni VN zdroje pro potencial katody katodové cocky
(. preparatu);

pocitacové tizeni polohy svazku a sbéru obrazovych dat; zaddouci je odbér
vzorkl signalu v periodé jednotek pis;

pocitacové zpracovani obrazovych dat;

zadouci je moZnost sestaveni makro-programu z dil¢ich krokt, ptedstavujicich
jednotlivé funkce nastaveni a setfizeni mikroskopu a sbéru davek dat.;

K omezenim metody patfi:

i maly naklon vzorku vytvari pricné elektrické pole jako ptispévek k homo-
gennimu osovému brzdnému a soucasné urychlujicimu poli katodové ¢ocky. To
zpusobuje zna¢né zmeény v uhlu dopadu primarniho svazku a je obtizné nastavit
tyto uhly pfesné pro jednotlivé hodnoty dopadajicich energii. Pfi zméné thlu
dopadu se méni emise elektrontl i kritickd energie E(®), pro niz Joy odvodil
vzorec [11]

-2
E,(©)= E,;(0)(cos®) (2.3)
plati podminka malého kolisdni lokalni hodnoty kritické energie
predpokladajici dostate¢nou homogennost preparata;

dale plati podminka ,jemné“ struktury vzorku s malou velikosti zrn
vykazujicich odlisné nabijeci vlastnosti.

Prakticka zkuSenost prokazala vhodnost metody ke zkoumani Sirokého rejstiiku

nevodivych struktur zZivé i nezivé hmoty bez pokoveni vzork.

12



3 CILE PRACE

Naplni prace je rozvoj puvodni metody rastrovaci elektronové mikroskopie
nevodivych vzorkd. Klade si za cil pfispét k presn€jSimu vymezeni hranic
pouzitelnosti metody mikroskopie pfi nenabijecim rezimu, kdy je energie dopadu
elektrontl zvolena tak, Ze vznikly povrchovy naboj je minimalni. V teoretické Casti
je zkouména zavislost detekéni ucinnosti piistroje a velikosti vzniklého
povrchového potencidlu v zavislosti na energii dopadu elektroni a usporadani
vzorku a jeho okoli. Moznosti metody byly ovéfeny pfti studiu struktury sttevnich
parazitl a distribuce té€zkych kovii ve vzorcich dievokaznych hub.
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4 METODY A ZPRACOVANI
4.1 Elektronové-optické vlastnosti katodové ocky

4.1.1 Simulace vlivu nabijeni zorného pole

Odhad kritické energie se provadi na zédkladé méfeni ¢asové zavislosti celkové
detekované emise elektroni ze vzorku. Podstatnym problémem je méieni
v konkrétnim zorném poli readlného vzorku, nebot’ vysledek zavisi na slozeni a
topografii povrchu. Priibéh nabijeci kiivky ukazuje velikost zmény signalu o(FE)
b&hem nabijeni a tim 1 velikost vzniklého povrchového potencialu. Pokusné 1ze takto
zjistit 1 energii minimalniho nabijeni, tj. kritickou energii. Méfeni je zavislé
na zptisobu a ucinnosti detekce a proto bylo prikroceno k pocitacové simulaci
trajektorii signalnich elektroni béhem procesu nabijeni zorného pole pro energii
dopadajicich elektrontli nad a pod hodnotou energie kritické.

Studium vlastnosti katodové cocky s katodou netvotici ekvipotencialni plochu
(tj. sestavajici znenabité a nabité casti na rtznych potencialech) je hlavnim
piinosem této prace kteorii metody. K pocitacovym simulacim byly pouzity
komerc¢ni programové soubory SIMION [6], ELD a TRASYS [7].

4.1.2 Trajektorie signalnich elektroni v poli katodové ¢ocky s nabitym
preparatem

Veskeré dosavadni studie vlastnosti katodové cocky byly provadény za ptirozené-
ho predpokladu, Ze katodou (tedy preparatem) je rovinna ekvipotencialni plocha.
Tento predpoklad samoziejmé neni splnén v piipadé nevodivého preparatu, jehoz
cast osvétlena elektrony je nabita na nenulovy povrchovy potencidl vic¢i zvenci
piivedenému potencialu vodivé ¢asti drzaku vzorku a tedy 1 viici okoli zorného pole.

Konfigurace katodové CoCky a detektoru pro simulaci odpovidala schématu
usporadani uvedeném v obr. 2.5 s primérem anody/scintilatoru D = 0,3 mm a délkou
brzdného pole L =8 mm. V tomto uspoiadani byl zkouman pribéh trajektorii
signalnich elektron v prostoru pole katodové cocky. Simulace byly provadény
v osové symetrickém uspotadani. To znamena, Ze za nabité zorné pole na povrchu
preparatu byla pokladana kruhovéa oblast o potencidlu, liSicim se o hodnotu
povrchového potencialu (vzniklého nabitim) od predpéti vzorku vici zemi.

14
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Pro pribéh trajektorii signdlnich elektronii je samoziejmé rozhodujici jejich
pocatecni energie. Sekundarni elektrony o energii emise £, jejiz nejpravdépodob-
né&jsi hodnota je pfiblizné 5 e}V a maximalni hodnota dle definice ¢ini 50 eV, maji po
prichodu polem katodové CoCky v rovin€ scintildtoru energii —eU, + E, ~—eU,
(Uy<0). Zpétn¢ odrazené elektrony zapliuji interval mezi 50 eV a E;, takze
po urychleni maji energie mezi —eU, +50 eV a E,. Je-li predpéti vzorku —U, vyssi
nez cca 2—3 kelV, jsou SE i BSE detekovany s podobnou ucinnosti, nedochazi
k zadné diskriminaci signalu (obvyklé u standardnich SE a BSE detektortl) a ziskany
signdl odpovidé celkové emisi o.

Takova tivaha ma sice smysl z hlediska nadbojové bilance a detekéni ucinnosti,
nicméné v prvni fazi musime simulaci provést zvlast' pro kazdou hodnotu energie
a sméru emise. Konkrétné byly simulovany svazky trajektorii pro tthel emise ménici
se po nevelkych krocich, a to vzdy pro jednu hodnotu energie v intervalu (0, E;).
Zvlastni pozornost byla vénovana energii 5 el (jako typické poloze maxima kiivky
energiového rozdéleni SE) a energii £, pruzné odrazenych elektronii. Na obr. 4.1 a)
je priklad svazku simulovanych trajektorii pro c¢astecné nabity povrch uprostred
procesu nabijeni. Je vidét, ze zatimco BSE (o energii E;) vesmés dopadaji
na detektor, jsou SE (o energii 5 e}) polem nad vzorkem fokusovany do otvoru
detektoru. Na obr. 4.1 b) a ¢) je pak znazornéna situace, kdy alesponi ¢ast SE dopada
na detektor kolem centralniho otvoru. Zaroven je v obr. 4.1 ¢) zndzornéna pficina
tohoto jevu — radialni pole mezi nabitou a nenabitou ¢asti preparatu se kombinuje
s polem osovym a vytvaii tak elektrostatickou ¢ocku, schopnou siln€ ovlivnit drdhy
elektronii emitovanych s velmi nizkou energii (tj. SE). Nejvice jsou ovlivnény
elektrony emitované pod vysokymi thly.

Na obr. 4.2 jsou dalsi priklady trajektorii SE, tentokrat pro ustaleny stav na konci
simulovaného nabijeni pro rizné velikosti zorného pole.

Simulace se soustfedily na oblast energii pod E”. V konvenénim SEM dochazi pii
téchto energiich, kdy se zorné pole nabiji kladné, ke zpétnému pritazeni casti SE,
takze nabojova rovnovaha se ustavi pifi nevelikém povrchovém potencialu. Jeho
velikost zalezi na celkovém uspotfadani vodici a poli a mlze se pohybovat
v jednotkach az desitkach voltd. Pro preparat v katodové Cocce nastava odlisna
situace v tom smyslu, ze SE jsou odsavany smérem k anodé a ptichazi tedy v tivahu
vytvoreni plného (kladného) povrchového potencialu U, = (E" — E}) /e. Z obr. 4.1
a 4.2 je nicméné vidét, Ze znacna Cast SE, emitovand pod vysSimi uhly k optické
ose, je polem pronikajicim z okoli zorného pole smérovana zpét k povrchu a tedy
i v tomto piipadé ziejme bude kladny povrchovy potencial redukovan.
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Obr. 4.2 Priklady prubéhi trajektorii SE o nejpravdépodobnéjsi energii 5 eV pro tri velikosti zorného pole pri ustdleném

SIMION [53].
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4.1.3 Utinnost detekce a obrazovy signal

Pocitacové simulace, popsané v predchdzejicim odstavci, poskytly, jako jeden
ze svych hlavnich vysledki, udaje o mife zpétného zachycovani SE polem nad
nabitou oblasti preparatu. Odtud bylo mozné stanovit, pfi jakém povrchovém
potencidlu zorného pole klesne efektivni vytézek c na jednotkovou turoven
a nabijeni se zastavi. Soucasné vsak je mozné stanovit i priibéh energiové zavislosti
veliCin, charakterizujicich ucinnost detekce a velikost signalu v uspotradani katodové
coCky s katodou (preparatem) obsahujicim nabité zorné pole, jak bylo popsano
v ptedchozich odstavcich. Poznamenejme, Ze pro jednoduchost byl opét uvazovan
osove symetricky ptipad s kruhovym zornym polem.

Obr. 4.3 K vypoctu detekcni uicinnosti.

Detekéni G¢innost ¢ byla vypocditavana jako relativni podil poctu emitovanych
elektront, ktery dopadne na povrch scintilatoru detektoru kolem jeho centralniho
otvoru. Uhlové rozloZeni emise SE i BSE bylo aproximovano Lambertovym
zadkonem

I(®)=lcos® (4.1)
T
ve tvaru vyhovujicim podmince
2z /2
L= [dp [1(©)sin® d© =1 (4.2)
0 0
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Jak je patrné z obr. 4.3, mizeme vySe definovanou detekéni Ui€innost vypocist ze
vztahu

2z 0,
I, = [do [1(©)sin® dO =sin’®, —sin’ O, (4.3)
0 0,

Jako modelovy nevodivy vzorek byl zvolen fiktivni material, definovany
prabéhem energiové zavislosti emise SE v tabulce 4.1. a konstantnim vytézkem BSE
o velikosti #=0,2 pro vSechny energie. Mezi tabelovanymi body byly vytézky SE
interpolovany. Zpétné odrazené elektrony byly povaZovany za pruzné odrazené
s energii dopadu primarnich elektronti, sekundarni elektrony byly brany s energii
Sev.

Energie
dopadu 500 700 1000 1300 1500 2800
[eV]
Koeficient SE
0 1,7 1,51 1,26 0,98 0,8 0,3
[-]

Tab. 4.1 Vytezky SE (hodnoty o) pro modelovy materidl pri riznych energiich dopadu
elektronii.

Pti simulaci trajektorii SE v kazdém jednotlivém uspotradani byl predevsim
zjiStovan mezni uhel emise elektronu ©,, viici optické ose, tvorici rozhrani mezi SE
emitovanymi smérem k detektoru a mezi SE vracejicimi se zpét ke vzorku
(viz obr. 4.1 a 4.2). Poté byl koeficient vytézku sekundarnich elektronii o, zjiStény
z tab. 4.1, upraven na ,,efektivni‘ hodnotu

5'=06sin’0, (4.4)
a pomoci ni pak stanoven vytézek celkové emise
o=n+0 (4.5)

pro danou energii dopadu elektronli E, = E,+eU,. Vysledny obrazovy signal,
predstavujici veli¢inu méfenou pii hledani optimalni energie pro sejmuti obrazu
neposkozeného nabijenim, byl pak pocitan jednoduse jako

S =40 + &0 (4.0)

kde &, resp. €, jsou detekeni ucinnosti pro oba prispévky k signalu, stanovované
ze vztahu (4.3) pro thly ©,,0, zjiSténé ze simulaci trajektorii.
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4.1.4 Zavislost povrchového potencialu na velikosti nabitého zorného pole

Jak jsme se jiz zminili, jsou nabijeci jevy odliSné v oblasti kladného nabijeni pod
kritickou energii E” a v oblasti zaporného nabijeni nad E”. Hlavni rozdil spo¢iva
vtom, ze kladné nabité zorné pole ptitahuje zpét ¢ast pomalych sekundarnich
elektrontl, takze nabojova rovnovaha se ustavi pfi snizeném povrchovém potencialu
(viz obr. 1.1).

Simulace byla provadéna pro razné velké nabité plochy a pro modelovy preparat
popsany v piedchozim odstavci. VSimnéme si oddélené situace pii kladném
a zaporném nabijeni zorného pole.

Uvazujme svazek elektronll zbrzdény na energii dopadu E,’=700e}, tedy energii
pod energii kritickou (E” = 1500 eV). Primarni svazek dopada na jesté nenabity
(U, =0), zcela nevodivy vzorek. Potencial elektrody E;, pfedstavujici zorné pole
a pozdé€ji nabitou plosku povrchu vzorku (viz obr. 4.1 a 4.2), bude na pocatku
souhlasit s potencidlem vzorku, tedy U, =U,=-9300el . V nasledujicim
okamziku se zorné pole nabije a vytvofi se na ném potencial U, >0 vici okolnimu
povrchu. Potencidl elektrody E; se tedy zméni na U, =U, +U, a pribeh pole nad
vzorkem se rovnéz modifikuje. V dasledku toho se méni tvar trajektorii signalnich
elektrontl, ptredevsim SE. Postupné dochazi k fokusaci svazku signalnich elektronti
do otvoru detektoru, k jejich odchylovani mimo detektor a také ke zpétnému dopadu
SE na vzorek. Tyto jevy vedou ke zménam tcinnosti detekce sekundarnich elektrona
¢ (definované jako relativni podil mnozstvi sekundarnich elektronli o energii 5 eV,
ktery dopadne zkosinové zafictho bodu zdroje na detektor), celkové emise o
(opravené o podil zpétné€ zachycenych SE) a detekovaného signalu S = o¢ . V situaci,
kdy nastava nejdokonalejsi fokusace SE do otvoru detektoru, klesa ucinnost detekce
prakticky k nule, avSak pii dalSim rlistu povrchového potencidlu zorného pole se
svazek SE opét rozostii a zacne znovu zasahovat detektor. Mimoto s rostoucim Uy
roste podil zpétné zachycenych SE, takze postupné dojde k poklesu celkového
vytézku elektront na Grovent o= 1 a proces nabijeni se zastavi.

Na obr. 4.4 jsou uvedené zavislosti vyneseny pro dvé hodnoty pocatecni energie
dopadu. Dale je na obr. 4.4 ¢) znazornén posuv ,,pracovniho bodu® do ustaleného
stavu A’. Obr. 4.4 a) a c) tedy odpovida pribéhu nabijeni pfi pocatecni energii
dopadu E,'=700 eV, kdy povrchovy potencial naroste na U, = +24 V. Pii pocatecni
energii £,'=1300 el dosdhne povrchovy potencial pouze +22 V' (viz obr. 4.4 b).

Vysledky obdobnych simulaci, provedenych tentokrat pro velké zorné pole
o rozméru 1 mm, jsou na obr. 4.5. V tomto ptipad¢ je stfedni ,,elektroda™ E; vzorku
rozmérove podstatné veétsi a stejné gradienty potencialu na jejich okrajich vznikaji
pii vyssich potencialovych rozdilech. Pribéh funkei o(E),e(E) aS(E) je kvalita-
tivné podobny jako v predchazejicim pripadé, avSak mezni povrchovy potencial
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dosahuje 580 V' pfi pocatecni energii dopadu E,'=700el a pti E,'=1300 el
naroste na cely rozdil 200 V, odpovidajici vzdalenosti pocatecni energie dopadu
od energie kritické.

Popsany postup ziskdni maximalni hodnoty U pti kladném nabijeni, odpovidajici
poklesu celkové emise na o =1, byl zopakovan pro fadu rozmért zornych poli
na modelovém preparatu. Vysledkem je graf na obr. 4.6.
povrchovy potencial zorného pole, vznikajici pfi dopadu elektronli o energii nizsi
nez E", nabyva ustalenych hodnot linearn& zavislych na velikosti zorného pole.
Konkrétni pribéh zavislosti na obr. 4.6 je sice vazan na modelovy vzorek, avsak
charakter této zavislosti je univerzalni. Rovnéz plati, Ze pro velka zvétSeni obrazu,
tj. mald zorna pole do priméru jednotek az desitek um, nepievySuje povrchovy
potencial nizké hodnoty kladného nabijeni v klasickém SEM. Nepotvrdila se tedy
obava z toho, Ze za vyhody pouziti katodové cocky je tieba platit vysokym kladnym
potencialem na povrchu vzorku.

Priibéh zaporného nabijeni preparatu, které nastava pii pocatecni energii dopadu
E,” > E,, je zachycen na obr. 4.7. Je ziejmé, Ze tento jev nevykazuje zadné
zvlastnosti a konecny povrchovy potencidl je jednoduse dan vztahem
U, = (E,-E) ) e.

4.1.5 Zavéry plynouci ze simulaci

Simulace rozlozeni elektrostatického pole v prostoru katodové cocky nad
nevodivym vzorkem s nabitou oblasti uprostred, trajektorii emitovanych elektronti
vtomto poli a bilance dopadu elektronii na scintilator detektoru poskytly dva
soubory dulezitych vysledkd.

Ptedevsim bylo zjiSténo, Ze piicné pole mezi nabitou a nenabitou oblasti preparatu
vyznamn¢é napomaha redukci kone¢ného kladného povrchového potencialu pii praci
pod kritickou energii. Pfipomenime, Ze v konvenénim SEM se ptedpoklada ustaveni
nabojové rovnovahy zpétnym pritazenim SE pfi nabiti povrchu na pouhych
,nekolik“ voltd (pfesné hodnoty zavisi na konkrétnim uspofadani komory
mikroskopu). Naopak u konfigurace s katodovou ¢ockou panovala obava, Ze pole
mezi anodou a katodou vsSechny elektrony odsaje a ustavi se tak maximalni
povrchovy potencial E, — E, " i pfi kladném nabijeni.

Vysledky zachycené v obr. 4.6 jsou z tohoto hlediska velmi pfiznivé: maximalni
kladny povrchovy potencidl je linearne zavisly na rozméru zorného pole a pro mala
zorna pole klesa az na 20 — 30 V, cozZ je hodnota pfijatelna pro zobrazovani nevodich
s pouze mirnymi nabijecimi efekty v obraze. Tyto vysledky byly jiz publikovany
v [5, 8].
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Obr. 4.5 Simulace procesu nabijeni pro velikost zorného pole 1000 um: a) energiovd
zavislost o, Sag pro pocdtecni energie dopadu E,'=700eV a E,'=1300eV b) posuv

,, pracovniho bodu* po krivce o(E) pro E,'=700eV ; simulace programem SIMION [6].
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Obr. 4.6 Zdvislost konecné hodnoty kladného povrchového potencidalu zorného pole na

zcela nevodivém vzorku na priiméru zorného pole; vysledky ziskany simulaci programem
SIMION [6].
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Druhy soubor vysledki tvoii zjidténé zavislosti &(E),c(E) aS(E). Zde je
podstatné zjisténi, ze pro dané zorné pole (vcetné jednotlivého pixelu jako méticiho
bodu) je integral funkce S(£) za cely proces nabijeni pouzitelnym meétitkem velikosti
nabijeni. Pokles S(E) v jisté oblasti energii ma sice vliv na prabéh nabijeci kiivky
O(E) (stladuje ji dolti v oblasti nalevo od E” — viz obr. 4.4 a 4.5), aviak nema vliv na
polohu priseciku kiivky s vodorovnou osou. Nesmime sice zapomenout, ze
v algoritmu metody nenabijejici mikroskopie integrujeme signal v Case a je tedy
tteba vzit v avahu i pribéh zmény energie dopadu elektront FE,;(7), avsak tato
zavislost je monotonni a neovliviuje tedy kvalitativni relace mezi hodnotami
signélu S.

2 P s T 2
I e O 6
*K—S
. G T . 15
B o S S i ]
:1 A°°
© \
\A‘
0.5
00 500 1000 1500 2000 2500
01 E' E.’ = 2800 eV
1600 2000 2400 2800 E.[eV]

Obr. 4.7 Simulace zdporného nabijeni pro hodnoty dopadu vyssi nez kritickda energie.
Vysledky ziskany simulaci programem SIMION [6].

V oblasti tvorby zaporného naboje nad E” je situace jednoducha — integral funkce
S(E) monoténné roste s rostouci odchylkou E;” od E” V oblasti kladného nabijeni
plati, Ze velikost konecného povrchového potencialu je témét nezavisla na pocatecni
energii dopadu. Znamena to, Ze integrace S(E) probihd podél pfiblizné stejné
velkého intervalu energii, zatimco pifi zaporném nabijeni se tento interval se
vzdalenosti od Ej; prodluzuje. Navic se pfi vétsi odchylce od E” k nizs$im energiim
objevuje minimum funkce &(E) (viz obr.4.4ab a obr. 4.52a), které hodnotu
integralu S(E) snizuje. Tim je vysvétlen pozorovany fakt [20], Ze nabijeci kiivky pod
kritickou energii rostou na jistou uroven, ale poté se jejich riist zastavuje a nékdy se
objevi 1 pokles. Provedené simulace prokazaly, ze tento jev souvisi s optikou
katodové CoCky a neni na zavadu vyhodnocovani plochy pod k#ivkou S(#) jakoZto
miry nabijeni.
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4.2 Pouziti metody pro studium nevodivych vzorki zivé hmoty

4.2.1 Studium pritomnosti téZkého kovu v difevokaznych houbach

V zivé ptirodé lze najit mnozstvi biosorbentl, které se sice dokdzi vyrovnat
s ekologickou zatézi, nicmén¢ akumuluji tézké kovy ve svych organismech a mohou
tak slouzit ke sledovani cCistoty zZivotniho prostedi. Jednim z téchto ukazateli jsou
houby, saprofytické i mykorrhizni. V experimentech, provedenych v MBU AV CR
s dfevokaznou houbou sitkovecem dubovym, byla pozorovéana vlakna kultivovana
v roztocich obsahujicich kadmium.Ve srovnéni s vlakny z kontrolnich roztokt byla
kontaminovana vladkna krat§i a silnéjSi s jednotnou orientaci, jak je patrné
zobr. 4.8 a). Autofi prace [9] pfisuzuji zvySenou hustotu vldken i jednotnou
orientaci pusobeni kadmia (pti koncentraci 1 mmol / L roztoku). Pii koncentracich
kadmia vysSich nez 5 mmol / L roztoku houby hynou.

Obr. 4.8 Zmeny morfologie houby vyvolané kadmiem: a)vievo kontrolni vzorek
sitkovce dubového, vpravo kontaminovany vzorek, kde je patrné zhusteni hyf a sjednoceni
orientace; b) zména barvy kultury pevniku chlupatého, kultivované na agarové pude. Vievo
kontrolni vzorek, vpravo vzorek s kadmiem. Snimky porizeny v Mikrobiologickém tstavu
AV CR v Praze [10].

A. Priprava vzorku

Pro ucely mikroskopické studie vlaken hub, sméfujici ke stanoveni ptitomnosti
tézkych kovl v jednotlivych druzich hub, byly provedeny experimenty s kultivaci
neékolika kultur v roztocich bez kontaminace a v roztocich kontaminovanych
kadmiem. V tekutém mediu byla koncentrace kadmia 1 mmol / L.

Odpovéd’ na otdzku, jakd je koncentrace kadmia v myceliu, kultivovaném v takto
koncentrovaném kontaminovaném roztoku, ptfinasi napi. prace [9]. Podle vysledkl
zde uvedenych submersni kultivace s koncentraci Cd 1 mmol /L roztoku vede
k obsahu 400 ppm kadmia v suSiné mycelia. Tato hodnota mnohokrat prevysuje
obsah Cd ve vzorcich, sbiranych v silné znecisténych oblastech.

Dvé skupiny vzorkl (kontrolni a kontaminované) pro vybrané c¢tyfi druhy
dievokaznych hub byly déle zpracovany tiemi zplisoby:

e suSeni na vzduchu
e fixovani oxidem osmicelym
e fixovani glutaraldehydem a vysouSeni metodou kritického bodu
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Sledujme vyvoj povrchového naboje na obrazcich nepokoveného vzorku
nekontaminovanych a kontaminovanych hub v rozsahu uvedenych energii dopadu.
7 obrazka 4.9 — 4.11 je patrné, ze existuje optimalni energie, pro niz je povrchové
nabijeni nejmensi. Jeji hodnota byla ziskana pomoci metody popsané v kapitole 2.
Kritické energie byly zjistovany na upraveném mikroskopu Tesla BS 343 v UPT,
zatimco ,,konec¢né“ snimky pti téchto energiich byly pofizovany ve firmé Tescan
Brno na upraveném mikroskopu VEGA TS 5130, pro né&jz je programové vybaventi,
realizujici metodu nenabijejici mikroskopie, teprve pfipravovano (mikroskop je
nicméné vybaven katodovou cockou).

B. Vysledky studia dievokaznych hub pr¥i kritické energii

Pro detailni mikroskopicky rozbor (viz. obr. 4.9 az 4.11) byla vybrana dfevokazna
houba outkovka pestra. Morfologie ostatnich druhi hub je velmi podobna.

Studium prokézalo vliv kontaminace na posun kritické energie smérem k niz§im
hodnotam ve srovnani s optimalni energii zobrazeni vzorkd nekontaminovanych.
Toto je zéasadni zjiSténi, otevirajici cestu k vyuziti mikroskopie pti kritické energii
pro sledovani obsahu tézkych kovii v houbach. Je také patrna mensi mira nabijeni
pro vzorky kontaminované. Hodnota kritickych energii se nelisi u vzorkli konta-
minovanych od kontrolnich v pfipadé mycelii fixovanych oxidem osmicelym, kdy je
v obou ptipadech rovna 1500 eV. Tato okolnost je podplrnym argumentem

Vzorky suché depozice, nekontaminované a kontaminované:

MAG: 393k DET: LVSEM ; : SEMMAG:433k:  DET:LVSEM
HV: 100KV DATE: 090301 20 pm Vega CTescan HY: 100KV DATE: 090301 20 ym Vega CTescan
Diglal Microscopy imaging Diglal Microscopy imaging

Obr. 4.9 Mycelium outkovky pestré, nekontaminované (vlevo) a kontaminovane 1% Cd
v roztoku (vpravo), suSené na vzduchu. Zobrazeni pri kritickych energiich dopadu
elektroniit E; = 2340 eV (vlevo) a E; =1740 eV (vpravo).
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Vzorky fixované oxidem osmicelym,nekontaminované a kontaminované:

r Va A o o= ol {

SEMMAG: 1066 kx  DET: LVSEM U T P —— |

HV: 100KV DATE: 030401 10 pm Vega CTescan HY: 100 kv DATE: 030401 5 pm Vega CTescan
Digltal Microscopy imaging Digial Microscopy imaging

Obr. 4.10 Mycelium outkovky pestré, nekontaminované( vievo) a kontaminované 1% Cd
v kultivacnimm roztoku (vpravo), fixované oxidem osmicelym, pri kritické energii dopadu
elektronii E; = 1500 eV (vlevo i vpravo).

Vzorky fixované glutaraldehydem (GA), vysousené metodou krit. bodu,
nekontaminované a kontaminované:

SEMMAG: 1168k« DET: LVSEM T —_ -’ r— o |
HY: 100KV DATE: 09/05/01 10 pm Vega CTescan
Digtal Microscopy imaging

SEMMAG M8k DET LVEEM
M 100 DATE: 000301

Diglal Microscopy Imegng

Obr. 4.11 Mycelium outkovky pestré, nekontaminované (vievo) a kontaminované 1% Cd
v kulticvacnim roztoku (vpravo), fixované GA. Snimek pri kritické energii dopadu
E;=3200 eV (vievo), Sipkami jsou vyznaceny ,prezky’ na myceliu a artefakty, zpiisobené
Spatnym vymytim pufru; pro kontaminovany vzorek snimek pri kritické energii
E;, = 1500 eV (vpravo).
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SEMMAG. 862k DET. BSE Detector SEMMAG: 1485k DET. BSE Detector
HV: 120 kv DATE: 0473001 10 um Vega ©Tescan HV 120 B DATE: 0473001 2 um Vega ©@Tescan

Obr. 4.12 Mycelium klanolistky kontaminované 1% Cd pri energii dopadu elektronii
1750 eV s pigmentovymi skvrnami na vidknech houby.

%

Det WD Exp F———— 1m

Obr. 4.13 Vzorek klanolistky, kultivovany v mediu obsahujicim 1% kadmia. Analyza
byla provedena v misté plaku s priiomérem analyzované oblasti vyznacenym v obrdzku.

z hlediska naznacené zavislosti hodnoty kritické energie na obsahu tézkého kovu —
vyrazny pokles kritické energie zde ziejmé odrazi pritomnost osmia. Fixace oxidem
osmicelym zpeviiuje bunécnou sténu vlaken. Diky pfitomnosti osmia se zvysi
kontrast obrazu, muze ale dojit ke ztraté neékterych povrchovych detailti.

Ve vzorcich klanolistky, kultivované na kontaminovaném mediu, byly kromé
kontrastnich plakd nalezeny skvrny, velmi dobfe patrné predevsim na sténé vlaken
na obr. 4.12 a 4.13. Zde se patrné jedna o zménu morfologie houby vlivem kadmia;
pritomnost kadmia v misté téchto skvrn potvrdila rtg analyza. Ta byla provedena v
mikroskopu vybaveném energiové-disperznim rentgenovym spektrometrem pii
energii primarniho svazku Ep=10 kel a pii tlaku v komore vzorku 4,510 Pa,
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ktery je srovnatelny s pracovnim tlakem v adaptovaném mikroskopu s katodovou
cockou.

EDAX ZAF Quantification HOUBY Cd 18.7. 2001 (10: 5)
(Standardless)

Eo: 10 keV (T0O:34.9 TI: 0.0)

**x* pPUzaf results ***

elem/line P/B Z _F Wt (%) At (%) Inte.error
C K-ser @ 261.41 1.0504 1.0001 63.93 80.79 +- 1.32
0O K-ser @ 33.85 1.0268 1.0000 15.69 15.69 +- 2.80
Na K-ser @ 2.95 0.9543 1.0004 1.71 1.13 +- 7.36
Zzr L-ser @ 5.78 0.7529 1.0039 5.05 0.84 +- 6.08
S K-ser @ 3.96 0.9541 1.0049 1.53 0.72 +- 8.39
Cd L-ser @ 7.58 0.7075 1.0000 12.10 1.63 +- 5.51
Total 100.00 100.00

Tab. 4.2  Vysledek rentgenové mikroanalyzy v myceliu klanolistky, kultivované v mediu s 1%
kadmia, kvantitativni sloZeni v atomovych % je uvedeno ve sloupci At (%).

4.2.2 Vysledky pozorovani bunék parazitu pri kritické energii elektronii

Prvok srozméry kapkovitého téla 10—15 um se ukazal byt prikladem
nehomogenniho preparatu, u kterého celkovy ndboj na povrchu, vznikly rozdilnym
nabijenim riznych ¢asti vzorku, jiz neni zanedbatelny. Piiklady snimk
nepokovenych bunék jsou uvedeny na obr. 4.14. Zména znaménka povrchového
naboje pii prechodu pies kritickou energii je patrna ze zmény kontrastu, pozorované
na snimcich stejného zorného pole v obr. 4.14 a) a d). Nejvhodné&jsi energie elektro-
nl pro zobrazeni struktury lezi v Sirokém intervalu 2100 — 2500 eV.

Je tieba zdiraznit, Ze i kdyz se nepodarilo ziskat snimky zcela prosté ptitomnosti
lokalnich naboj, byly na druhé strané na nepokovenych vzorcich zobrazeny
morfologické detaily, které nejsou patrné na snimcich, pofizenych v piistroji
nejvyssi cenové kategorie. Je to napiiklad dobie patrna bfisni ryha na povrchu téla
Giardie na obr. 4.14 d) ve srovnani s pokovenym jedincem, zobrazenym na obr. 4.15
ve stejné pozici.

Meze pouzitelnosti predkladané metody, souvisejici s vyskytem vétSich oblasti
o rozdilné kritické energii, byly jiz zkoumany na vzorcich keramiky o riizné zrnitosti
[4]. Dilezity je zifejmé pomér typickych rozméri ,,zrn“ materialu, tj. oblasti
o navzajem odliSné nenabijejici energii, k rozméru zorného pole.
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SEM MAG 1646 %% LET B e AN
HY: 15,0 kv DATE: R0/ 5m Vega OTescan SEMMAG: 1090ks  DET: BSE Detecior
Digital Micromeopy Imaging HW: 120 W DATE: 0411901 Spm Vega “Tessan

o ~ F
SEM MAG: 18.72kx  DET ESE Detector

S Glkx  DET BSE Detector - — -
HY: 15,0 kv CATE: C3/08/01 Sym Vega OTescan HV: 150KV DATE: 030801 Sum Vega ©Tescan
Digital Microscopy Imagng Digitnl Micoscapy Imaging

Obr. 4.14 Nepokovené bunky Giardii pri energiich dopadu a) 2000 eV, b) 2080 eV,
c) 2500 eV ad) 3000 eV. Az na jednoho (b), jsou vsichni jedinci ve ventradlni pozici.

Obr. 4.15 Pokovend bunka Giardie, obrdzek porizen mikroskopem Hitachi FESEM
S-4700 pri urychlovacim napéti 5 kV. Jedinec je zachycen ve ventrdlni pozici. Snimek
z univerzity v Minnesoté, USA.
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5 ZAVER

V praci je diskutovan rezim zobrazeni pfiijedné ze dvou kritickych energii
elektroni v mikroskopu vybaveném katodovou cockou. Pro zobrazeni se vyuziva
vétSinou vysS$i z obou kritickych energii, pii kterych nastdva rovnovaha mezi
mnozstvim dopadnuvsich a emitovanych elektrond. V oblasti mezi kritickymi
energiemi se vzorek nabiji kladné, ale ¢ast pomalych sekundarnich elektrona je
pfitazena zpét ke vzorku. Néabojova rovnovéha mize byt dosazena jiz pfi
povrchovém potencidlu snizeném na nékolik desitek voltd. Pficinou je silny vliv
radialniho elektrického pole mezi nabitou a nenabitou casti preparatu, ktery prevlada
nad ptsobenim urychlujiciho pole katodové cocky. I presto, ze cast sekundarnich
elektroni dopada zpét na vzorek, je uroven detekovaného signalu vyssi nez
v environmentalnim mikroskopu. Dalsi pfiznivou okolnosti, mluvici pro uspotadani
s katodovou ¢ockou, je témét konstantni hodnota rozliseni pro cely pracovni rozsah
energii dopadu elektrontl.

Jako argument proti pouziti katodové cocky je nékdy uvadéna piitomnost
vysokého potencidlu na vzorku. Pomoci ptedpéti vzorku je zajisténo zpomaleni
elektronti na pozadovanou hodnotu energie dopadu. Rozbor situace vSak ukazal, Ze
pole na povrchu vzorku mj. nepiekracuje hodnoty obvyklé v polovodicovych
strukturéch za provozu. Navic praktickd zkuSenost potvrdila bezproblémové pouziti
metody i pro relativné tlusté nevodivé vzorky.

Na otazku o velikosti povrchového naboje, vznikajiciho v procesu nabijeni,
odpovédely simulace, provedené v této praci pro rizné velikosti zorného pole. Bylo
potvrzeno, Ze limitni kladny potencial zavisi na rozméru zorného pole a pfti velkych
zvétSenich zpravidla neptekrauje hodnotu 20 —30 V. To je zhlediska provozu
mikroskopu pozitivni zjisténi, nebot’ vznik velkého kladného potencialu by zamezil
praci v oblasti pod kritickou energii. Vysledky potvrdily pozorovanou skutecnost, ze
nabijeni pod kritickou energii je méné vyznamné nez nabijeni pii vysokych
energiich elektronti.

Modelovani trajektorii elektront v prostoru mezi preparatem a katodovou cockou
pfineslo informace o zménach detekéni ucinnosti v pribéhu nabijeni preparatu pii
meéteni kritické energie. Déle se potvrdilo, Ze detekéni u€innost systému nema vliv
na vysledek tohoto méfeni, tj. na nalezenou kritickou energii.

Nevyhodou zobrazeni pti kritické energii je skutecnost, Ze se nachazime v oblasti,
ve které jsou vytézky sekundarni i celkové emise a hodnoty kritické energie pro
vétSinu materidlll zavislé na lokalnim naklonu povrchu vzorku. Dalsi omezeni
vznikd u heterogennich vzorkd s mistnimi rozdily kritické energie. V piipadé
preparati s oblastmi o rozdilném sloZzeni neni mozné stanovit jednu optimélni
energii pro sejmuti celého nabojem neposkozeného obrazu. Modelovanim rozptylu
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elektronii nebylo mozné stanovit maximalni pfipustnou velikost heterogennich
oblasti pro jednotlivé typy preparatii z davodu absence simulacnich programi pro
casteCné nabity vzorek. V predkladané praci je studovanym piikladem vzorku
s takto slozitou strukturou stfevni parasit Giardia.

Metoda se ukazala byt vhodnym nastrojem pro zobrazeni materidli s ,,mirnou
heterogenitou®, u kterych povrchovy naboj fluktuuje s nizkou amplitudou a pti¢né
pole, vzniklé jeho pfitomnosti na povrchu vzorku, je zanedbatelné. Mezi preparaty
spliujici toto kriterium patii napiiklad dfevo a papir a z oblasti zivé hmoty pak
mj. listy rostlin a vlakna dievokaznych hub. U vybranych druht dfevokaznych hub
byla zkoumana moznost zobrazeni mist s koncentraci tézkych kovil, véazanych
houbami kultivovanymi v modelovych roztocich. Bylo zji§téno, Ze pii kritické
energii dopadu elektronil je mozno odlisit kontrolni vzorky nekontaminovanych hub
od vzorkli kontaminovanych tézkym kovem. Kontrolni vzorky hub se nabijeji vice
nez houby kontaminované. Posun kritické energie, souvisejici s ptitomnosti kovu,
odrazi i ptitomnost osmia v bunécné sténé¢ ve vldknech mycelii. Tak je tomu
v piipade, kdy je vzorek kontaminovanych i nekontaminovanych hub pfipraven
zpusobem obvyklym pro zkoumani v rastrovacim elektronovém mikroskopu,
napiiklad fixaci oxidem osmicelym. Hodnota kritické energie je u obou vzorki
stejnd a nizsi neZ pro osmiem nefixované kontrolni vzorky. Fixace oxidem
osmicelym vSak miize skryt nékteré dulezité informace o povrchu vzorku.
Ptikladem je ptitomnost skvrn na povrchu vldken, pozorovanych pii kritické energii
1750 eV v preparatu klanolistky obecné, fixované glutaraldehydem a vysouSené
metodou kritického bodu, kultivované v roztoku s pfitomnosti kadmia.

Pfinosem metody je tedy nejen vysoka uroven obrazového signdlu s moznosti
kontrastniho zobrazeni vSech povrchovych detaild, ale i moznost pozorovani vzorkt
bez pokoveni. V ramci diplomovych projektd byla mikroskopie nevodivych
nepokovenych vzorkl pfi kritické energii uplatnéna nejen pii studiu vzorkl zivé
hmoty, ale i v potravinaistvi (vzorky suseného mléka) Ci ve stavebnictvi (vzorky
cementového prasku). Vysledky studia dievokaznych hub a paraziti byly autorkou
prezentovany v Ustnim pfispévku na 5. Mnohonarodnim kongresu elektronové
mikroskopie v italském Lecce v roce 2001.

Dalsi vyvoj metody bude sméfovat ke zaclenéni programového vybaveni pro
fizeni polohy svazku, snimani signalu a vyhodnoceni dat do komercné vyrabéného
mikroskopu VEGA TS5130 s rozliSenim 3,5 nm pii provozu s termoemisni katodou.
Mikroskop byl v upravé na rezim SLEEM s katodovou ¢ockou pouzit pro zhotoveni

vvvvvv

pialn€ ovérené a experimentalné realizovatelné metody do mikroskopické praxe.
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SUMMARY

Electron microscopists often face the problem of imaging of uncoated,
non-conductive specimens. The perfection of instruments helps minimising or even
avoiding necessary preparation techniques, which are, namely for life-science
specimens, time-consuming and difficult. What is more, covering the specimen with
a conductive layer can lose the fine details on the surface. The surface charge results
from unbalance between the amount of incoming and emitted electrons. The most
up-to-date and widespread solution for imaging of non-conductive specimens are
low-vacuum microscopes, where the charge is compensated by the impact of ions
from surrounding gaseous atmosphere in the specimen chamber. The environmental
microscope, which also belongs to this group of instruments, can even prevent the
specimen from drying up.

The energy dependence of the total electron emission o(£) can give
the explanation of the surface charge formation. For most specimens the curve
crosses two times the unit level at so called ,critical energies”, at which
the specimen exhibits minimum charging. The positive charge develops at energy
below the critical level, while at energy above the critical value the negative
charging occurs. The higher of both critical energies can be located within
550 — 3000 eV for materials important in the semiconductor technologies. In this
way the charging process can be understood as the surface located phenomenon,
which gives rise to the surface field. Via this field the landing energy of electrons is
changed. The movement of the ,,working point* along the energy axis corresponds
to a change of the total emitted signal. This value is contemporarily being measured
in other non-destructive method, intended for observation of insulators. The
procedure of determination of critical energy based on measurement of o(FE)
dependence is dealt with this work.

The motivation for low energy working range (units of ke)” and less) thus consists
in strong suppression of charge for non-conductive specimens. The basic device —
cathode lens — enables varying the energy of electrons, landing onto the specimen
surface with nearly constant resolution for broad range of energies. The beam energy
can be adjusted by means of negative bias of the specimen. In a conventional SEM,
the positive charging is reduced via recapturing of a portion of slow secondary
electrons. This is sufficient to re-establish the charge balance at a low surface
potential. In a device equipped with cathode lens the axial field extracts the signal
electrons. The secondary electrons (SE) would not be recaptured, if only axial field
was present and the positive potential could fully develop. Fortunately in real
configuration the part of a non-conductive specimen surface is charged-up
(the viewfield), but the rest remains uncharged and radial electrostatic field is
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created. The field combines itself with the cathode lens field in forming the signal
electron beam. The examination of the surface charge in dependence on the
viewfield size and landing electron energy, carried out in the scope of this work, has
brought the answer to the question to which extent the positive surface potential can
develop. It was find out that the recapturing of slow SE emitted under higher angles
significantly lowers the positive potential. Ultimate positive surface potential
depends on the size of the viewfield, on the axial field of the cathode lens and on the
emission characteristic of the specimen. In the theoretical example, chosen in this
work as a model one, defined by the maximum axial field 1,25 kVmm™' of the
cathode lens, the specimen is characterised by the coefficient of the secondary
emission 6=1,7 at £;=500 e} and n=0,2, which is constant in the investigated energy
range. The critical energy of material is 1500 eV. The positive surface potential does
not exceed the value of 20 — 30 e) for high magnification. This fact seems to be
convenient with respect to operation of the cathode lens equipped SEM in the
working range below the critical energy.

The applicators of the cathode lens equipped devices in semiconductor technology
have been afraid about the electric strength due to the cathode lens field.
Nevertheless, the field on the specimen surface was found not exceeding the value,
usual in semiconductor devices during operation. Even the investigation of relatively
thick non-conductive specimens in the microscope at critical energy does not bring
any problems in general.

The simulation of the signal beam trajectories in order to give information about
the change in detection efficiency during measurement was carried out as the final
step of this particular study. The conclusion is that the detection efficiency has
no impact on results of critical energy determination.

The important limiting factor is the dependence of the total electron yield
on the beam impact angle with respect to the surface normal. This causes
the amplitude of local fluctuations of the critical energy related to the specimen
topography. Another limitation arises in case of imaging of the coarse-grained
specimen, composed of large pieces of different materials. Then the E” variations
can spread over the whole viewfield and the surface field above the specimen does
not stay negligible. Owing to structure complexity it is extremely difficult to set any
value of critical energy. For the prediction of applicability of this method there was
done the investigation of uncoated, non-conductive specimens of biostructures.

The examples of life-science specimens, discussed in this work, are wood rotting
fungi and small intestinal parasite Giardia.

The mycelia of wood rotting fungi can absorb heavy metals from the surrounding
and can be utilised for bio-monitoring. They serve as the subject of study in Institute
of Microbiology AS, where the observed examples, Schyzophillium commune and
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Trametes versicolor come from. The mycelia could absorb the element cadmium
in cultivation solutions with presence of this heavy metal. The investigation with use
of microscopy at critical energies should reveal the distribution of the metal
in the fungus body.

The result of the microscopic observation differed according to both the presence
of contamination in the mycelia and the way of preparation (air drying, fixation with
osmium tetraoxide and fixation with glutaraldehyde together with critical point
drying). The rate of charging is higher in the case of uncontaminated specimens,
which project itself into the shift of critical energies to higher values. The direct
effect of cadmium on mycelia can be seen in the morphological changes
of the fungi. The presence of so-called ,clamps®“ (places, where the exchange
of nuclei between the mycelia fibres occurs) indicates the specimen, cultivated
in solution free of contamination. The clamps are absent in the contaminated
specimens.

The images of contaminated specimen Schyzophillium commune at the energy
of 1750 eV indicate the influence of the cadmium on pigmentation of mycelia. More
sophisticated microscopic study with respect to real distribution of heavy metals
could be performed in transmission electron microscope equipped with an electron
energy loss spectrometer.

The surface charge, mostly present at every landing energy, can be observed
in the micrographs of intestinal parasite Giardia. This is caused by its complex
structure of cytoskeleton and flagella with different values of critical energy. Any
variation of thickness or density results in variation of critical energy. Setting
of the most appropriate value is then difficult, thus the specimen serves as
an example of the material, where the observation by the method brings certain
problems. Still the picture of an uncoated cell of the parasite imaged at critical
energy reveals more details than the micrograph of the cell coated with platinum,
taken in the instrument with much better ultimate resolution.

The conclusion, which can be drawn from this work, is obvious. In most cases
the optimum energy for imaging of uncoated, non-conductive specimens does exist
and brings better results than low energy in general.
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