Transmisni elektronova mikroskopie



Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Historie vyvoje elektronové mikroskopie

1897 J.J. Thomson objevil a popsal ¢astici — elektron pri studiu vlastnosti katodového
zareni. Nobelova cena za fyziku v r. 1906.
1924 Louis de Broglie »~irhl nrincin dualitg XAetic ~uln&ni
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Ernst Ruska ziskal Nobelovu cenu za fyziku v roce 1986 za vyvoj elektronového
« awikraskbdpejmensi nedélitelnd ¢astice hmoty - skldda se ze zaporné nabitych &astic,
1934  dleletrdmii eldktiohmadveidetisskapuietioy tepdi pilem yiételloého mikroskopu
1938 Elektronovy mikroskop s rozlisenim 100 A sestaven dvojici Ernst Ruska a Bodo van
Borries

Dnedni doba — rozlideni elektronového mikroskopu pod 1 A
2017 Nobelova cena za chemii za vyvoj metody kryogenni elektronové mikroskopie
Jacques Dubochet, Joachim Frank a Richard Henderson



Ernst Ruska and Max Knoll
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Design of first electron microscope by
Ernst Ruska (9 March 1931)
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Replika prvniho elektronového mikroskopu

Elektronové mikroskopy soucasnosti
Tecnai (FEI)

Titan Krios (FEI)

Konstrukce kazdé soucastky TEM vysledkem
dlouhodobého vyvoje




Elektron jako vina ve vakuu

pohybujici se elektron o energii E a hybnosti p ma podle Louis de Broglieho teorie vinovou
povahu

chova se jako vina o frekvenci:  f = % avinové délce A = —
E,=-mvi=el => v= |*Z
m
" = h  h  h
mv " 2eU  V2meU

m

pro urychlovaci napéti > 100kV se rychlost elektronu postupné blizi rychlosti svétla — plati

relativistické vztahy

pro kinetickou energii urychleného elektronu ve vakuu el. polem o napéti U plati
E,=m-c?—mgy-c?>=el, m, — klidova hmotnost elektronu

e U
relativistickd hmotnost m = ec—z +m,

h h B h _h
\/ \/ \/ eU N 2melU
c2 tm ) szeU( mocz)
. Ly o ., . 1.226
v praxi pro vypocet A pfi zndmé hodnoté U [V] A = = [nm]

Pf.U=10kV — A =0.01226 nm; U =100kV — A =0.0037 nm.
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Rozliseni TEM

TEM s urychlovacim napétim 100 kV: A = 0.0037 nm 0.61 A
b&zny SM: ). = 500 nm d=—-"

Ssin a

dle teorie by mél mit TEM o 5 radd vyssi rozliseni

ve skutecnosti diky zobrazovacim vadam ¢ocek a technickych limit( mikroskopu (stabilni drzak
vzorku, rozliSeni detekce — digitalni kamery) je rozliSeni zobrazeni jen o 2 — 3 fady vyssi oproti SM
pro dosazeni vyssiho rozliseni je vhodnéjsi korigovat zobrazovaci vady nez konstruovat TEM
pracujici na vysokém urychlovacim napéti

Drivé;jsi a dnesni konstrukce TEM s vysokym rozliSenim




Interakce elektronu se vzorkem

Incident

i Secondary
high-kV beam
Backscattered electrons (SE)

electrons (BSE) Characteristic
X-rays
Auger Visible
electrons \ / Light

‘Absorbed’ Electron-hole
electrons == pairs
\C > Bremsstrahlun g
Specimen X-rays
Elastically‘ Inelastically
scattered Direct scattered
electrons Beam electrons

TEM pracuje s elektrony, které prosly preparatem

kontrast v obraze vznika diky rozptylu elektron( vzorkem

,hositeli” strukturni informace v TEM jsou elasticky (pruzné) rozptylené elektrony
neelasticky (nepruzny) rozptyl - ¢ast energie elektron( je absorbovana vzorkem,
nejsou nositeli strukturnich informaci a zpUsobuiji radia¢ni posSkozeni vzorku



Kontrast v TEM

» zpUsoben rozptylem elektronového svazku (elektron ma ¢asticovy charakter)
e zpusoben interferenci svazku elektront (elektron ma vinovy charakter)
» kontrast neni zplisoben absorpci jako ve svételném mikroskopu

Elasticky rozptyl
* kineticka energie a hybnost elektronu je po interakci s atomem vzorku zachovana
» plati predpoklad, Ze kazdy elektron elektronového svazku je pfi prichodu vzorkem
rozptylen pouze jednou — jednoznacna interpretace
e usilnéjSich vzorkl (stovky nm) muze dojit k nezddoucimu nasobnému rozptylu
* nasobné rozptylené elektrony jiz nenesou jednoznacnou informaci o strukture =
komplikovana interpretace
* elasticky rozptyl vytvari dva druhy kontrastu
* rozptylovy kontrast (scattering contrast)
» fazovy kontrast (phase contrast)

Neelasticky rozptyl
e (Cast kinetické energie je predana vzorku jako vnitrni energie
* diky ztraté energie elektron ,,zpomali“ a zméni se jeho vinova délka
» elektrony zpusobuji rozmazani obrazu diky chromatické aberaci
* neelasticky rozptyl zplsobuje radiacni poskozeni
» vznik sekundarnich elektron(, RTG, fluorescence, zahtivani vzorku, ionizace, poskozeni
chemickych vazeb, ...



Elasticky a neelasticky rozptyl elektronti atomem vzorku

Elastic scattering (0-0.1 rad)
—— small angles: phase contrast
— large angles: scattering contrast

rozptyl zavisi na protonovém Cisle = tézké prvky rozptyluji elektrony vice nez lehké prvky
* Elasticky rozptyl ~ 74/3
* Neelasticky rozptyl ~ 71/3

pomér elasticky /neelasticky rozptyl = Z/19

pro lehké prvky (C, N, O) prevazuje neelasticky rozptyl

pro tézké prvky (U, W, Pt, Os) prevazuje elasticky rozptyl 9



Rozptylovy kontrast v TEM

tézké prvky e
lehké prvky

» elektrony rozptylené pod velkymi

uhly jsou zachyceny clonou nebo
< télem mikroskopu

7 e zachycené elektrony nedorazi k

detektoru = temné misto v

obrazu

: - * nerozptylené a slabé rozptylené

E —s elektrony vytvari v obraze svétla

: N mista

svazek e- objekt

apertura

10



Rozptylovy kontrast v TEM

» krystal latky - copper (1) phthalocyanine, chlorinated o Ya o o
’ N\ N Cl
N Cu \N
cl =N N {
cl NN
c ©  c ‘ “
* TEM snimek tenkého krystalu dokumentuje vyssi rozptyl elektronového svazku

tézkymi prvky = vyssi kontrast

-~

Protonové cCislo:

r Cu—29
Cl-17
N -7
C-6
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Rozptylovy kontrast v TEM
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Rozptylovy kontrast v TEM

¢oCka

obraz
e vzorek : A —silné rozptylujici bod, B — slabé rozptylujici bod

» pfriidedlnim zobrazeni je intenzita v obrazech bodi A" a B’ stejnd = nulovy kontrast
13



Rozptylovy kontrast v TEM

¢oCka

obraz
» elektrony rozptylené pod velkym uhlem jsou v zadni ohniskové roviné objektivové
cocky zachyceny aperturou = rozptylovy kontrast = nenulovy kontrast bodl A"a B,

silné rozptylujici bod je v obraze tmavsi H



Rozptylovy kontrast v TEM - role apertury

rozptylovy kontrast je zesilen objektivovou clonkou (aperturou) umisténou v zadni
ohniskové roviné objektivové cocky
polomeér clonky je obvykle v rozmezi 50 — 100 um

15



Fazovy kontrast v TEM

dlsledek interference elasticky rozptylenych elektronii s nerozptylenym svazkem elektronii
pfi nastaveni TEMu mimo fokus (underfocus/overfocus) maji rozptylené viny v zadni ohniskové
roviné rdzny fazovy rozdil — nutnad podminka pro vznik fdzového kontrastu

velikost defokusu urc€uje velikost fazového rozdilu




Fazovy kontrast v TEM
fazovy kontrast je popsan tzv. prenosovou funkci fadzového kontrastu (Phase Contrast Transfer
Function (CTF)) — pribéh CTF urcuje s jakym kontrastem TEM zobrazi urcité detaily (1/d)
pribéh CTF se méni s velikosti defocusu = hodnota defocusu urcuje, které detaily (1/d) se v
obraze zobrazi s kladnym nebo inverznim kontrastem, prip. s nulovym kontrastem (neviditelné)

kontrast

spatial frequency (= 1/d)




Vliv CTF na vysledny obraz v TEM

e pribéh CTF a tudiz i kontrast rlznych detaill v obraze zavisi na hodnoté defocusu TEMu

Original With Transfer Function

Albert Einstein in his study. HaberlandstraRe, Berlin 18



Vliv CTF na vysledny obraz v TEM

* pro defocus =0 (TEM je ve fokusu) je fazovy kontrast rovny nule, kontrast ve snimku zavisi pouze

na rozptylovém kontrastu

Original With Transfer Function

0 nm

.

Albert Einstein in his study. HaberlandstraRe, Berlin
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Shrnuti: kontrast v TEM

kontrast v obraze (rozptylovy a fazovy) zavisi na slozeni vzorku

rozptylovy kontrast

dominantni u tézkych prvkd

fazovy kontrast

v zavislosti na nastaveni defokusu maze zviditelnit nebo naopak ,,schovat” urcité
detaily struktury vzorku

muUze vést k zobrazeni urcitych detaild s inverznim kontrastem

* Interpretace snimku neni primocard, je nutné pocitacova Uprava snimkd
fazovy kontrast je dominantni forma kontrastu u kryogenni mikroskopie

* metoda kryogenni mikroskopie — studium vzork( ve zmrazeném stavu (Nobelova
cena za chemiivr. 2017)



Detekce obrazu vytvoreného elektrony v TEM

* preménou kinetické energie elektrond na svétlo — pfimé pozorovani
* dopadem elektront na fotografickou emulzi — zdznam obrazu

1. stinitko mikroskopu — elektrony dopadaji na stinitko s luminoforem (jako dfivejsi TV)
- nejcastéji se pouziva fosfor (zelenda fosforescence), ZnS, atd.

2. TV kamera — poskytuje zivy obraz, lepsi kontrast v porovnani se stinitkem
- postupné je vytlacovana na digitalnimi detektory

3. fotograficky film — fotograficka emulze je citliva jak na svétlo tak na elektrony
- film ve formatu fotografickych desek (100 x 80 mm)
- vrstva fotografické emulze obsahuijici svétlocitlivé krystalky (napfr. AglJ, AgBr, AgCl)
- dopadem elektronl na emulzi dojde k fotochemické reakci a vytvori se latentni obraz
- vyvolavacim procesem se latentni obraz preméni na viditelny
- krystalky AgJ (AgBr, AgCl) se rozdéli na stfibro a jod (brém, chlér)
- mista vice osvétlena (ozarena elektrony) se na negativu jevi tmavsi (vice Ag), tedy na
pozitivu svétlejsi

Nevyhody - omezeny pocet snimkd v jedné kazeté (nutna vymeéna)
- zdlouhavy proces vyvolani filma
- nutna digitalizace snimk( — ndkladné skenery
- postupné nahrazovan digitalnimi detektory




Detekce obrazu vytvoreného elektrony v TEM

4. CCD kamery (Charge-Coupled Device)

prevod elektron( na foton a pak na elektricky signal

umoznuji online snimani obrazu — vhodné pro sefizeni mikroskopu
digitdIni zdznam snimku vzorku s velikosti ¢ipu od 1k x 1k do 4k x 4k
relativné rychly zdznam, jednoduché ukladani, zpracovani, atd.

Electron Microscope

Base plate
]
Insertable
gate valve
Phosphor
Fibre optics
, ‘ cCcb = }<— Preamplifiers
Peltier cooling element -
Water jacket ~
aimeninia: &
[ t 3 |
Vacuum Cooling CCD drive
system water  pulses

CCD ¢ip je spojen sklenénymi vldkny (vysoka odrazivost) s luminiscencni vrstvou

chlazeni CCD Cipu pro eliminaci temného proudu

fyzicka velikost pixelu CCD Cipu: napf. 9 um x 9 um, efektivni velikost: 18 um x 18 um = zavisi na
,point spread function” — foton do/z optického vlakna neni zaznamenan pouze jednim pixelem
CCD ¢ipu, ale i sousednimi pixely



Detekce obrazu vytvoreného elektrony v TEM

Srovnani fotografického film a CCD kamery

Fotograficky film

CCD kamera

Hha Ry A4 L.

23



Detekce obrazu vytvoreného elektrony v TEM

5. CMOS kamery (Complementary Metal-Oxide-semiconductor)
* detektor typu CMOS je spojen optickymi vlakny s luminiscenéni vrstvou
* od CCD detektoru se lisi zpisobem zpracovani signalu

CCD photon to electron CMOS

/ COnVersion

[ (35 35
\ charge [y [y [y
L | to voltage (R [R3 [r
} conversion e

CEEE

@EE

B [ [ [y
rﬁ" sl e Tl

CCDs move photogenerated charge from pixel to pixel and convert it to voltage at
an output node. CMOS imagers convert charge to voltage inside each pixel.

24



6.

Detekce obrazu vytvoreného elektrony v TEM

Primé detektory elektron( (Direct Detection camera)

detektor jednotlivych elektron(

nevyuzivaji scintilacni vrstvu ani vlaknovou optiku

konstrukce detektoru typu CMOS umoznuje pfimou detekci elektront

CCD/CMOS s vlaknovou optikou Pfimy detektor
e e-
Y Scintillator
e
—— Light transfer:

coupling mechanism

nejnovéjsi primy detektor s rozliSenim 24 megapixell umoznuje zaznam az 1500
snimku/sec - eliminace , driftu” vzorku = umoznuje dosahnout vysokého rozliseni

zavedeni primych detektori predstavuje revoluci v elektronové mikroskopii (kryogenni
elektronové mikroskopii) — umoznuje ziskani struktury proteini se stejnym rozliSenim jako
metoda RTG krystalografie, ale bez nutnosti krystalizace proteinu

25



Eliminace driftu diky pfimému detektoru elektronu

Klasickd CCD kamera s 1 sec expozici — drift vzorku zpUsobi rozmazani obrazu




Eliminace driftu diky pfimému detektoru elektronu

,movie-mode” pfimého detektoru — rozdéleni 1 sec expozice do kratSich expozic




Eliminace driftu diky pfimému detektoru elektronu




Zvétseni a hloubka ostrosti v TEM

* paprsek 1 a 2 vychazi nad a pod bodem vzorku, ktery je zaostren, a vytvari obraz v obrazové roviné
* d,, ad,, pfedstavuji minimalni velikost danou rozliSovaci mezi
* D, mavyznam hloubky ostrosti

v e s yw L a; d; 1
* pricné zvetSeni (M;) a uhlové zvétseni (M,) je dano: M, = 1 OMT =-2 MT =—
ﬁob dob MA
|
— . ] d /2
| : oo * pro aperturni dhel plati: S, = tanf,, = o/
....._I_IL *-; Dob/z
1 Dy, P
1
ﬁnb d; /2
a, =tanaq; = =
5 ., m m Dlm/z
Lens b_
— * hloubka ostrosti:
! iy d_ d d
2 o _ Y%im _ Y%im __ “ob 2
Dim_ - 'MT— 'MT
O | Xim ﬁob :Bob
2
e proobjektd,,=0.2 nm, S5, =10 mrad, M = 50 000x
. ! « D, =50m!
Ly [Tmo S
e umisténi kamery pod stinitko mikroskopu nevyzaduje
m zmeénu fokusu (defokusu)
* Pozn. zvétseni na urovni kamery je vetsi nezZ na stinitku!

29



Konstrukce TEM

Ctyfi zakladni stavebni a funkéni prvky elektronového mikroskopu:

* zdroj elektron(

* elektromagnetické cocky — kondenzorové cocky, objektivova ¢ocka, projektivni cocky
* preparatovy stolek (drzak, goniometr)

* vakuovy systém

Dale obsahuje:

* antikontaminator (nadobka LN,)

 kamera

* energeticky filtr, pridavné detektory,
aberacni korektory, fazova desticka, atd.

elektronové deélo

preparatova komora
systém elektro—
magnetickych ¢ocek

a clon
nadobka s LN, k vakuovému
systému

luminiscenéni

stinitko

obrazek tubusu TEM 30



Electron gun

Condenser 1

Condenser 2

Specimen

) ) '/”"
Objective ’N’
Objective diaphragm ',ép!

Selector diaphragm 272"
Intermediate ‘N|
gans

lens

Y L LN

Projector f
lens

L2220

Image

Electron
energy-loss
spectrometer

mnozstvi cocek se mUze lisit dle modelu (kondenzor, projektor)

Zakladni konstrukce TEM

'I""

.N, e kondenzorové CocCky osvétluji vzorek
1\

‘IIII 4

pzzzn  SilLi)
N
i!e‘,!
~ “X-rays
2227
N . ivr e g
g!’X’j * objektiv vytvari primarni obraz
—1st
* projektivni Cocky dale zvétsuiji

77zz) 2 nd imarni
{Vi primarni obraz

* |uminiscencni stinitko

energeticky filtr a detekéni kamera

31

schéma nezobrazuje pridavné ¢ocky (korekéni, deflektory — vychyluji paprsek )



Tubus TEM — detailnéjsi schéma

JEOL 2000FX
=

Mini-lensscrews e——»
~——7

Specimen —
& X

HERRE
BRERRE

Intermediatelens
shifting screws

l

B
B

Projector lens PO—
shifting screws

* malé cocky maji za ukol paprsek vycentrovat s optickou osou (posun, naklon) a korigovat aberace
* kondenzor i objektivova ¢ocka jsou doplnény o clony (apertury)
* clona kondenzoru — odcloni mimoosové el. svazky, velikost clony ovliviiuje intenzitu el. Svazku
* clona objektivu — zvysuje kontrast (odcloni rozptylené paprsky pod velkym dhlem)
- je umisténa v zadni ohniskové roviné = limituje rozliseni 37



Elektronové délo

Termoemisni zdroj a urychlovac elektron

Optic axis ___5ament
eating
LaBg /’H supply

Gun
(Wehnelt)
bias
Wehnelt
\..,__,
Applied
kV
—0
_l_
Equipotent:
lines

‘- .—

i, | Enussion
Into current —

illumination
system

Zhaveni vldkna vede k emisi elektron( z katody,
které jsou pritahovany anodou

Wehnelt(v valec (potencial cca -100V) obklopuje
katodu a fokusuje emitované elektrony = vytvari

vvvvv

vvvvv

urychlovaci napéti 100 az 300 kV (obvykla
hodnota TEM)

33



Elektronové délo

Zdroj elektron:

termoemisni zdroj

e pfimo Zhavené wolframové vilakno (2700 °C)

» elektrony jsou emitovany primo z hrotu wolframového vldkna
* vydrzi nékolik mésicl

katoda LaB,

* termo emise elektron( z krystalu hexaboridu lanthanu
e emitované elektrony maji uzsi, energy spread”

» delSi Zivotnost (1-2 roky)

autoemisni

e zdroj FEG (field emission gun)

* studeny nebo Schottky typ (¢aste¢né se zahfriva)

e vysoké napéti mezi prvni anodou a hrotem katody (nekollk kV)
zpUsobi extrakci elektronl z hrotu

* druha anoda urychluje elektrony

= — I
anode :
e NI
anode 5

[200 um
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Srovnani parametru ruznych typu elektronového déla

Urits Tungsten LaB, Schottky FEG Cold FEG
Operaling temperature K 2700 1700 1700 300
Current density (at 100 kV) Alm? g 10° 10° 10°
Crossover size fm > 10° 10* 15 3
Brightniess (at 100 kV) Amsr 10" 510" 5% 10" 10"
Energy spread (at 100 kV) eV 3 15 0.7 0.3
Emission current stability Yo/t <1 <1 <1 5
Vacuum Pa 10°¢ 1074 10° 10°®
Lifetime hr 100 1000 5000 5000

35



Elektromagnetické cocky

v elektromagnetické ¢occe indukuje prochazejici elektricky proud magnetické pole
v homogennim magnetickém poli se elektron pohybuje po sroubovici

v elmag. poli pisobi na ndboj Lorentzova sila ﬁ‘ =q- (E + U X §)
magnetické pole pUsobi na elektron Lorentzovou silou: Fmag =q(v X B) ,
mv
Fineg = €Bvsina = -

* slozka v/, - pfispiva k rovhomérnému pohybu
* slozka v, - nuti elektron pohybovat se po kruZznici

h Magnetic Flux
— ity B
(( m Density B Electron Velocity

—
~—]

B - smér magnetické
indukce

Force on Force on
Electron Positive Charge

prevraceny a otoceny obraz
elektron pohybujici se po Sroubovici je cockou diky F_ .. fokusovan

mag
do ohniska -


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjJiMGAkvzWAhWEXhQKHVetDGIQjRwIBw&url=http://www.microscopy.ethz.ch/lenslight.htm&psig=AOvVaw24IIKkbQMfz65cRJ6UIjAc&ust=1508483689214629

Elektromagnetické cocky

Schematicky rez elmag. ¢ockou

Water-cooled surface Electron ray paths
Water / =
In —»
Oul‘—:—
L L L XX L)
Soft Fe 00 oMt
le pieces
pole p

XXX
)

.v"

G/

coils

L L XL X
)

</
[ O:O
. P 4
CHEEOIOD

A

Pro ohniskovou vzdalenost Cocky priblizné plati:
* moznost ménit ohniskovou vzdalenost zménou prouduve f =
vinuti civky (solenoidu)

K.U
(N.D?*’

K — konst., U — urychl. napéti

N — vynuti, | —el. proud

* magnetické pole v dutiné civky (Cocky) se méni = aberace
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Sféricka aberace

paprsky prochazejici cockou dale od stredu cocky jsou vice fokusované v
porovnani s paprsky prochazejicimi blize stredu ¢ocky
bod se nezobrazi jako bod ale ploska o priméru d = C.a?® = limitace rozliseni

korekce pomoci stigmatoru (C, corrected TEM) — soustava korekénich civek
Wavefronts

—— with
---=- Without

spherical aberration
ds
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Gaussian
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Spherical aberration




Chromaticka aberace

elektrony o rGzné energii jsou rizné fokusovany (pomalejsi jsou fokusovany vyraznéji)
ztrata energie diky neelastickému rozptylu

roli hraje i kvalita zdroje elektronového svazku (,,energy spread®)

chromatickd aberace zpuUsobi rozmazani obrazu

Chromatic aberration
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Astigmatismus

nesymetricka fokusace ¢ocCkou

bod se zobrazi jako protahla usecka (elipsa)

nutnd korekce — korekéni civky (standardni vybava TEM)
astigmatické snimky jsou obvykle nepouzitelné

Astigmatism




Drzak vzorku a preparatova komora

Drzak vzorku s tésnicim krouzkem

Into TEM Barrel containing
vacuum specimen controls

_
y

seal

Goniometr
* presny posuv drzaku v osach x, vy, z
* umoznuje naklon vzorku

* vyména vzorkd — dvoufazovy proces: (1) vyCerpat vzduch z preparatové komory, (2) transfer do tubusu
» drzaky vzork( maji riznou konstrukci a mechanismus vkladani do TEM

drzak pro TEM pfi pokojové teploté drzak pro TEM pfi kryogenni teploté (77K)
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