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Méreni hmotnosti pomoci elektronového mikroskopu

Rastrovaci elektronovy mikroskop (REM) je zndmy zejména pro zobrazovdni a studium povrchil vzorki,
ale po vhodné kalibraci lze jeho funkce roz3itit o kvantitativni méfent, kterému se vénuje tento cldnek.
Pridané vyuzitt REMu je demonstrovdno na méfeni lokdini tloustky velmi tenkych vzorkii pomoct prs-
tencového detektoru temného pole. Vhodnymi objekty v tomto pfipadé jsou napr. tenké filmy, nanocds-
tice, makromolekuldrni komplexy, u kterych se timto zpiisobem dd mé¥it celkovd hmotnost, rozloZent
hmotnosti na jednotku délky v pripadé vidken, ¢i na jednotku plochy v pFipadé jiZ zminénych tenkych
vrstevnatych prepardtii. Kromé toho se dd tato metoda aplikovat absolutné, tj. bez nutnosti pouZitt
Jjakychkoliv standardii tlousték, respektive hmotnosti.
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1. UVOD

Elektronové mikroskopy lze rozdélit do tif kategorii: rastrovaci
elektronové mikroskopy (REM) pracujici s elektronovym svazkem
o energiich < 30 keV, transmisni elektronové mikroskopy (TEM)
arastrovaci transmisni elektronové mikroskopy (RTEM) pracujici
typicky na vy$8ich energifch. V poslednich letech se ¢asto vyskytuje
transmisni méd také v REMech, kde se niZ8ich energif vyuzivd
napf. pro zobrazovéni vzorkil s vyznamnym podilem atomi s niz-
kym atomovym &islem, bez potieby jakéhokoliv kontrastovéni,
typického napt. v klasickych biologickych aplikacich pro TEM.
Tim se ,,nizkoenergiovy RTEM*, umoZiiujici pozorovat biologické
materidly bliZe ptirozenému stavu, stivd v soucasné dob€ velmi
diileZitym. Transmisni detektory byvaji Casto segmentovdny do
n&kolika &4stf se specifickym snimédnim raznych typl elektrond,
jako jsou nerozptylené elektrony a nepruzné rozptylené elektrony
(detekoviany stfedovou &4sti detektoru pro svétlé pole) a pruZné roz-
ptylené elektrony (detekovény prstencovym detektorem temného
pole (anglicky annular dark-field, ADF), viz obr. I).
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Obr. 1 Princip kvantitativniho zobrazovéani pomoci
ADF detektoru

P¥i vhodné kalibraci 1ze TEM/RTEM vyuZit rovnéZ pro kvanti-
tativni mé¥enf tlousték, jeZ bylo navrZzeno Zeitlerem a Bahrem [1].
Pocet pruzné& rozptylenych elektronil je ddn vztahem

N=N, I—exp[——n<jel>] >

kde (o) je stiedni hodnota G¢inného prifezu pruzného rozptylu
atomt, které tvoii ¢dst vzorku ozafeného elektronovym svazkem
o plose A, n je polet atomil ozdfeného vzorku a N, je poCet
elektrondi dopadajicich na plochu A. JestliZe je svazek v REMu
zfokusovdn tak, Ze ozafuje plochu jednoho pixelu obrazové matice,
pak za plochu A mtiZeme dosadit pravé velikost pixelu. Pro proud

svazku I, plat{ zndmy vztah

kde At je &asovy interval (v REM tzv. pixel time) ae = 1,6 x 10°C
je elementdrni ndboj elektronu.

2. MODIFIKACE REM

Pro dosaZeni pfesnych m&feni na vzorcich v nanometrové kéle
je potieba pouZit vysokorozlifovaci REM, v nafich experimentech
je to REM S-5000 (Hitachi Ltd., Japonsko). Tento REM je vybave-
ny studenym autoemisnim zdrojem elektronti a imerzn{ objektivo-
vou &oc¢kou, coZ umoziiuje rozliSeni kolem 0,5 nm v transmisnim
médu pii energii elektrontt 30 keV, kterd je v niZe popsanych
experimentech standardné pouZivana.

REM je vybaven citlivym ADF detektorem schopnym pocitat
jednotlivé elektrony (obr. 1), aby jej bylo moZné pouZit i pti velmi
nizkych ddvkéch elektrond pro studium sensitivnich materidld.
Tento nekomeréni ADF detektor se sklddd z velmi rychlého plas-
tického scintildtoru (BC-404, Saint Gobain Crystal & Detectors,
USA; doba doznivani 1,8 ns, polosife pulsu 2,2 ns). Tyto pulzy
jsou zesileny pomoci fotondsobice s vysokym ziskem (XP2020UR,
Photonis, Francie; zisk 3 x 107, doba n4b&hu 1,6 ns), ktery pracuje
v pulznim re¥imu. Signél na vystupu z fotondsobice je ndsledné
zesflen, zbaven Sumu pomoci diskrimintoru a bindrni pulzy, které
reprezentuji jednotlivé elektrony dopadajici na plochu scintilatoru,
jsou poéitany pomoci rychlého &itade. To umoZiiuje zobrazovéni
a zéroven kvantitativni mé¥eni pfi nizkych ddvkach, ¢imZ se mi-
nimalizuji artefakty zptisobené elektronovym svazkem, jako jsou
napf. (ibytek hmoty a kontaminace vzorku.
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Obr. 2 Simultédnni m&Feni proudu svazku I, Faradayovou kleci I
(Zerven4 kiivka) a proudu na objektivové apertufe /, (modrd kfivka).
Zelend kfivka znézoriiuje pomér R, mezi obéma proudy

Vzhledem ke studené autoemisi, kterd je zndmd typickym Su-
mem a proudovymi nestabilitami, je proud svazku v dob€ snimén{
ADF signdlu monitorovdn pomoci méfen{ proudu na objektivové
apertufe (obr. 1). Jak ukazuje obr. 2, je pomér mezi proudem
svazku I a proudem na objektivové apertufe /, stabilni, a tudiZ jei
1ze pouit jako faktor pro pfepodet obou proudti. Pro kvantitativni
zobrazovéni tedy lze ADF signél normalizovat k proudu svazku,
tj. hodnota pixelu nabyva hodnoty

N N

X - ADF _ ADF ,
Ao NO IARI
kde R =1/1,.

Vyhodou normalizace je také pomémé jednoduchy teoreticky
popis pomoc{ stochastickych metod. Za timto G¢elem byl vyvinuty
program MONCA [2], jenZ pomoci Monte Carlo simulac{ rozptylu
elektronti v tenké ldtce poskytuje odhad jejich chovéni v lokdlni ob-
lasti vzorku. ADF signél je z4visly na studovaném vzorku (sloZeni
materidlu, tloustka), parametrech detektoru a elektronového svazku
dopadajiciho na vzorek. Obr. 3 ukazuje z4vislost ADF signdlu na
tloustce pro riizné materidly.
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Pro zpracovén{ namé&fenych dat byl vyvinuty interaktivni, vy~
soce automatizovany program MASDET [3], jenZ na zdklad€ id==
ziskanych z MONCA provédi vypodet celkové hmotnosti globulz-
nich struktur a nano&4stic rizného sloZeni, rozloZeni hmotnosti =z
jednotku délky v pfipadé vldknitych vzorkt, ¢i rozloZenf hmotnos=
v plose vrstevnatych preparatl a lokdlni tloustky.

Popisovand technika vyZzaduje specifickou pfipravu vzort
Zatfmco stabilni vzorky mohou byt vysuSeny na vzduchu, mnoae
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Obr. 4 Mapovan{ tloustky ndhodné pieloZené velmi tenké
uhlikové félie. Nahote ADF obraz, dole pfepoctend projekce
tloustky. Prevzato z [3]
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Obr. 3 Z4avislost normalizovaného ADF signalu X, . na tloustce

pro riizné materidly pro mikroskop S-5000, 30 keV

Obr. 5 Virus tabdkové mozaiky (TMV). Nahore ADF obraz.
dole rozloZeni hmotnosti ve 104 segmentech
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biologickych hydratovanych vzorkd, je nutno pfipravit pomoct
kryo-metod. Pro n& byl vyvinut vitrifika¢ni systém s moZnost{
nastaveni podminek okolniho prostfedi [4].

3. EXPERIMENTY

Vykonnost systému byla testovdna a ovéfena na mnoha pre-
parétech, jako jsou napf. polystyrénové. uhlikové ¢i SiO, struk-
tury, tloustkou definované modely z epoxidové pryskyfice Epon
(nejéastdji pouZivany materidl pro zalévani biologickych vzorki
pro TEM) nebo virus tabdkové mozaiky (tobacco mosaic virus,
TMV). Na obr. 4 je zobrazeni mapovéani lokdlni tloustky velmi
tenké uhlikové félie, jeZ byla néhodné preloZena. Dalsi piiklad je
prezentovén obr. 5, kde je vidét ADF obraz TMV a graf rozloZeni
hmotnosti na jednotku délky v modfe oznacenych segmentech. Ten-
to druh vl4knité struktury je velmi dobfe prozkoumdn, a tudiZ Casto
vyuZivén jako kalibra¢ni standard s hodnotou rozloZen{ hmotnosti
131,5 kDa/nm. V soucasné dobé jsou testovany rizné aplikace,
jako napf. méfen{ hmotnosti polymernich vrstev, intermedidlnich
filament, DNA-proteinovych komplexu atd. Pifkladem ovélnych
vzorkd, které vyZaduji kryo-pfipravu. mohou byt polymerni duté
kapsle, u kterych dochézi k destrukei b&hem suseni na vzduchu [5].

4. ZAVER

Byla stru¢n& predstavena hardwarovd a softwarovd rozsifent
komeréntho vysokorozliSovactho REMu pro méfeni hmotnosti
nanoobjekt a lokalni tloustky tenkych vrstev. Ackoliv existuji

dva jednoticelové RTEM systémy pro méfeni hmotnosti proteinii
[6], zde piedstaveny systém, zaloZeny na modernim REMu, je
mnohem jednodu$§i pro uZivatele a navic byl rozsifen o méfeni
riiznych materidlii. Rozsah mé&fitelné tloustky pro REM S-5000 je
pro materidly z leh¢ich prvki piibliZzné sedmindsobek stfedni volné

drahy elektrontl v daném materidlu.

Literatura

[1] E. Zeitler, G.F. Bahr, J. Appl. Phys. 33 (1962) 847.

[2] V.KrzyZzdnek & R. Reichelt, Microsc. Microanal. 9 (Suppl. 3)
(2003) 110.

[3] V. KrzyZének et al, J. Struct. Biol. 165 (2009) 78.

[4] S. Tacke et al, Proceedings of EMC2012 (2012).

[5] V. KrzyZének et al, Soft Matter 7 (2011) 7034.

[6] Adv. Imaging & Electron Phys. 159 (2009) 101 & 357.

Autor dékuje Mgr. Kamile Dobranské (UPT) za pomoc pfi pii-
pravé textu. Cldnek vznikl za podpory Evropské komise a MSMT
(projekt CZ.1.07/2.3.00/20.0103).

7 b a0
- * * g e ¥
evropsky o i P
socialn{ OP Vadstavani
|~ 4 fondvCR  EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVAN(

Ing. Vladislav KrzyZdnek, Ph.D., Oddglen{ elektronové mikroskopie, Ustav piistrojové techniky Akademie vé&d Ceské republiky, v. v.
i., Kralovopolské 147, 612 64 Brno, tel.: 541 514 302, e-mail: krzyzanek @isibrno.cz

RNDv. Jifi Keprt, DrSc. osmdesatnikem

Po&atkem fijna tohoto roku, se svou rodinou,
prateli a spolupracovniky, RNDr. Jiff Keprt, DrSc.
oslavil v plné sv&7esti a pracovnim nasazeni osmde-
sété narozeniny.

Narodil se 3. Hjna 1932 v Ceské Trebové v rodiné
pruvod¢iho viaku CSD. Po maturité na gymnaziu
absolvoval v roce 1955 pedagogickou fakultu v Brné
a od téhoZ roku pracoval jako ugitel matematiky a fyzi-
ky na osmileté stfedni $kole a o rok pozdgji na priimy-
slové kole pro pracujici v Ceské Tiebové. Soucasnd
dalkové vystudoval (1959) piirodovédeckou fakultu
Univerzity Palackého v Olomouci, kde si jeho talentu
povsiml prof. RNDr. Bedfich Havelka, DrSc., a bylo
jenlogické, Ze Jif{ Keprt v roce 1963 nastoupil jako odborny, pozdéji
védecky pracovnik tehdejsi nové zaklddané Laboratore optiky UP,
nyni Spole¢n4 laboratof optiky Univerzity Palackého a Fyzikdlniho
tistavu AV CR, kde ptisobi jako vedoucf védecky pracovnik dodnes.
V roce 1967 obhdjil rigorézni (RNDr.) a v roce 1968 kandidétskou
(CSc.) praci z oboru optika — spektroskopie a v roce 1992 doktorskou
diserta¢nf préci (DrSc.). V roce 1978 absolvoval piilrocni velice
odbornég inspirujici stdZ v USA u prof. Leitha (Nobelova cena za
holografii) na michiganské univerzit€ v Ann Arbor, stdt Michigan.

Zpo&atku své védecké kariéry se dr. Jiff Keprt vénoval proble-
matice optickych vad vy33ich fada (jeho tehdejsi prace byly hojné
citovany), od roku 1970 je jeho odbornou doménou holografie,
optické méfici metody a stavba nestandardnich unikétnich p¥istroji
a zafizeni na bazi optiky. Je dlouholetym a velice aktivnim odborni-
kem ve jmenovaném oboru, byl fefitelem, respektive koordindtorem
fady védeckych projekt, diive tzv. stitntho planu vyzkumu v oboru
optika, pozd&ji ¢lenem fesitelskych tymil grantovych projekti
a velice Usp&$nym propagétorem a realizdtorem smluvniho vy-

zkumu uZ od sedmdesdtych let. Je autorem pomérné
velkého mnoZstvi védeckych a odbornych publikaci,
prispévki ve sbornicich z prestiZnich mezindrodnich
konferenci a tviircem nékolika unikdtnich pifstrojl
a zaffzeni uplatnénych v primyslu, medicin€ a jinych
oborech; je st&Zejnim autorem fady patentll a uZitnych
vzori. Dlouhd 1éta je vyhleddvanym odbornikem
aplikacni sférou v CR, i v zahrani®{. Dlouh4 léta také
piedndsel na PYF UP ve studijnim oboru optika a op-
toelektronika, vychoval fadu doktorandii, védeckych
a odbornych pracovnikd pfedev§im v oboru holografie.

I pes sviij pokroGily vék je stéle velice védecky
a odborné aktivni, v&etnd konzultaci studentti Bc.,
Mgr. a Ph.D. studijnich obord programu fyzika na PfF UP, ale také
na jinych VS a védeckych pracovistich. Je inspirujici osobnosti
minulého i soutasného déni v oboru optika v Olomouci.

Dr. Jifi Keprt byl u zrodu Laboratore optiky (1965) na UP a poz-
d&ji Spole¢né laboratore optiky UP FZU AV CR (1983), byl velice
blizkym spolupracovnikem a Zdkem zakladatelii optiky na pidé UP
prof. RNDr. Bedficha Havelky, DrSc. a prof. RNDr. Engelberta Ke-
prta, lze ¥ici, Ze se podilel na vzniku a ispé8ném rozvoji uzndvané
olomoucké optické Skoly. Pfi piilezitosti osmdesatych narozenin
a vzhledem k dlouhodobé angaZovanosti RNDr. Jiftho Keprta, DrSc.
na ptidé a v z4jmu Univerzity Palackého jej rektor UP v Olomouci
prof. RNDr. Miroslav Maslati, CSc. ocenil zlatou medaili UP.

S radosti a velkym vdé€kem osobnim i ostatnich spolupracov-
nikii Spoledné laboratofe optiky UP a FZU AV CR, ale i piétel
a jeho 74ka pieji jubilantovi pohodu, dobré zdravi a jemu vlastn{
optimismus do dal§ich let.
prof. RNDr. Miroslav Hrabovsky, DrSc.

vedouci SLO UP a FZU AV CR
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