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Anotace

Mym cilem bylo vyuZit nizkovoltovou elektronovou difrakci na biologickych preparatech.
Hlavnim vzorkem byla kostni tkan. U kosti se ptedpokladalo, Ze by mohla vykazovat
krystalovou strukturu, jelikoz obsahuje organickou i anorganickou slozku. Bylo zapotiebi
urcit, jaka ¢ast kosti bude pro provedeni difrakce nejidealnéjsi. Zkoumala jsem i dalsi
anorganické preparaty, tedy se schopnosti krystalizovat. Difrakci jsem provadéla na
transmisnim elektronovym mikroskopu LVEM 25 a LVEM 25E. Nizkovoltova difrakce se
povedla, mé¢la jsem moznost pozorovat jasné monokrystaly i polykrystaly.

Klicova slova

elektronovy mikroskop; transmisni (prozafovaci) elektronova mikroskopie (TEM);
elektronova difrakce

Annotation

My goal was to use low-voltage electron diffraction of biological specimens. The main
sample was bone tissue. The bone was assumed to have a crystal structure as it contains both
organic and anorganic components. It was necessary to determine which part of the bone
would be the most ideal for diffraction. I also investigated other anorganic preparations with
the ability to crystallize. The diffraction was perfomed on a transmission electron microscope
LVEM 25 and LVEM 25E. The low-voltage diffraction was successful. | was able to observe
clear monocrystals and polycrystals.
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electron microscope; transmission electron microscopy (TEM); electron diffraction
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1 UVOD

Vsechno kolem nas se sklada z atomd, z ¢astic, které definuji vlastnosti dané latky. Atom je
slozeny z neutronu, protonu a elektronového obalu. A prave elektrony byly pro me v téhle praci
dilezitou slozkou. Pracovala jsem s elektronovym mikroskopem a objevovala, co takova mala
Castice mize dokazat.

Elektronovy mikroskop zabira oproti svételnému mikroskopu vice mista, jeho pofizovaci cena
je vysoka a jeho mechanismy nejsou pro nas zas tak zndmé. Obor elektronové mikroskopie
vznikl teprve ve 20. stoleti. K jeho rozvoji znaéné piispéla Ceska republika konkrétné Brno,
Mekka elektronové mikroskopie. Brno vyprodukuje piiblizné jednu tietinu svétové produkce
elektronovych mikroskopt.

Ma oproti svételnému konven¢nimu mikroskopu fadu vyhod a moznosti. Charakterizuje
struktury vzorkli v nanoméfitku tedy vlastnosti latek ¢i bunc¢k. Misto svétla se pouzivaji
elektrony, coZ jsou mensi ¢astice nez fotony, a tim pii pozorovani vidime vétsi detaily nebo
muizeme zkoumat malé organismy jako bakterie a viry, které svételnym mikroskopem nelze
zkoumat. V ur¢itych rezimech dokaze rozliSit chemické slozeni latky nebo provést
elektronovou difrakci. Na druhou stranu jsou tyto moznosti a benefity vykoupeny vyrazné
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Elektronovou difrakci analyzujeme uspofadani atomu v krystalu. Difrakce elektronti byla
poprvé uskuteénéna v roce 1927, kdy byl proveden Davissontiv-Garmerv pokus. Americti
fyzici Clinton Joseph Davisson a Lester Halbert Germer provedli experiment, kdy nechali
dopadnou svazek urychlenych elektronti napétim na krystalovou miizku niklu. Elektrony se
odrazily na povrchové vrstvé atomi krystalu. Pfi méfeni intenzity rozptylenych elektronti byla
patrna maxima a minima. K vysvétleni pouzili de Broglieho vlnovou hypotézu. Ptisli s feSenim,
ze elektrony se rozptyluji na atomech krystalu podobné jako paprsky rentgenového zateni. [1]

Elektronovou difrakci jsem provadéla na biologickych preparatech. Bylo za potiebi vybrat
vhodné vzorky, tedy aby mély krystalovou strukturu. Slo ndm tedy hlavné o preparaty
anorganického charakteru, které dokdzou krystalizovat, a zaroven jsou standardné pfitomny
Vv biologickych objektech. Mym hlavnim vzorkem se stala kostni tkan. Mensi problémy se
vyskytly pfi jejim krajeni na tenké fezy, ale za to vzorek vykazoval jasnou krystalovou strukturu
a povedla se mi provést elektronova difrakce. Zachytila jsem jak monokrystaly, tak 1
polykrystaly.

Prakticka ¢ast probihala na transmisnich elektronovych mikroskopech LVEM 25 a LVEM 25E
od spole¢nosti Delong Instruments.

Jedna se o nizkovoltové mikroskopy (LVEM-Low voltage transmission electron microscope).
Magnetické pole hlavnich cocek vytvaii permanentni magnety, ¢imZ nepotiebuji aktivni
chlazeni, jsou velmi stabilni a zna¢né miniaturizované. Jejich hlavni vyhodou oproti
konven¢nim transmisnim elektronovym mikroskoptim s vy$§im urychlovacim napétim 60kV a
vice je vysoky kontrast v obraze, a to i vzorki slozenych z lehkych latek, typicky biologické
vzorky, které se skladaji hlavné z uhliku. Zdrojem elektrond je elektronova tryska Schottkyho



typu. Mezi emitovanymi elektrony a preparatem dochazi k silné interakci, ktera je zodpoveédna
za vyse zminény neobvykle vysoky kontrast. Umoziuji praci v rezimech TEM, STEM, ED, a
dokonce LVEM 25E i v médech SEM a EDS. [2]



2 HISTORIE ELEKTRONOVEHO MIKROSKOPU

Elektronova mikroskopie je relativné novy obor, ale pfesto pro nas velmi vyznamny. Kofeny
elektronového mikroskopu sahaji na pocatek 20. stoleti.

Némecky fyzik Hans Busch se vyznamné podilel na elektronové optice. Stoji za objevem prvni
elektronové optiky a elektronovych ¢ocek, které usmériuji proud elektronii. Tento objev slouzil
jako podklad pro dalsi vyvoj elektronového mikroskopu. Busch dostal pozdéji ptizvisko ,,Otec
elektronové optiky*. [3]

Na Buschovy poznatky navadzal némecko-americky elektroinzenyr Reinhold Rudenberg.
Rudenbergtiv syn onemocnél virem obrny. To Rudenberga motivovalo k tomu, aby mohl vir
analyzovat a zjistit, jak se chova, kde se jeho syn mohl nakazit a po ptipadn¢ jak se da 1écit. Vir
je ovSem mala ¢astice a neda se pod svételnym mikroskopem pozorovat. Domnival se, ze
pomoci elektrontt by si vir mohl dostate¢né pfiblizit. V roce 1931 si nechal patentovat
elektronovy mikroskop. [4]

Zaroven se v roce 1931 podatilo némeckému fyziku Ernstu Ruskovi a Maxi Knollemu sestrojit
prvni elektronovy mikroskop. Ruskovi byla roku 1986 udélena Nobelova cena za fyziku za
zasadni praci v elektronové optice a za navrh prvniho elektronového mikroskopu. V roce 1933
oba védci zprovoznili elektronovy mikroskop. Svymi zobrazovacimi schopnostmi ptekonal
dosud znamy svételny mikroskop. Ernst Ruska zacal v roce 1937 spolupracovat s némeckym
fyzikem Bodo von Borriesem a némeckym lékarem Helmutem Ruskou na zdokonaleni
elektronového mikroskopu, aby se dal vyuzivat pfi biologickych a Iékaiskych vyzkumech.
Ernst Ruska se takeé spojil se Svycarskym fyzikem Heinrichem Rohrerem a némeckym fyzikem
Gerdem Binnigem a sestrojili rastrovaci tunelovy mikroskop (STM). Za tento objev ziskali
spole¢né v roce 1986 Nobelovu cenu za fyziku. [3]

V roce 1937 némecky fyzik Manfred von Ardenne zkonstruoval prvni fadkovaci elektronovy
mikroskop, ktery se hojné zacal vyuzit v biologii.

Firma Siemens-Schuckert zacala v roce 1939 vyrabét transmisni elektronové mikroskopy
(TEM), které sklizely obdiv po celém svété. A vroce 1965 firma Cambridge Instrument
Company uvedla na trh SEM. [5]

V soudasnosti mezi nejvétiiho producenta elektronovych mikroskopti pati pravé Ceska
republika. Elektronové mikroskopy vyrabi fada firem, ale vSechny stavi na zdkledech Ernsta
Rusky a Maxe Knolla. Mikroskopy dnes maji v sobé¢ zabudované védecké kamery, jejich
velikost je néco mensi a vice kompatibilni s laboratofemi.



3 BRNO VELMOC ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE

Ceska republika je §pi¢kou v elektronové mikroskopii, konkrétné tedy Brno, které si vyslouZilo
prezdivku Mekka elektronové mikroskopie. V Brn¢ sidli tfi velké firmy Delong Instruments,
Tescan Orsay, Thermo-Fischer Scientific. Problematikou elektronové optiky se dale zabyva
Ustav piistrojové techniky Akademie véd CR. Spoleéné stoji za produkci jedné tietiny viech
elektronovych mikroskopii. Brno vétSinu high-tech produktii exportuje do zahranici. Diky tomu
se Brno stalo hlavnim méstem elektronové mikroskopie.

Roku 1951 vysokoskolsky profesor Ales Blaha spolu se svymi studenty Arminem Delongem,
Vladimirem Drahosem a Ladislavem Zobacem sestrojili prvni elektronovy mikroskop Tesla BS
241. Pozdéji se tento model zacal sériove vyrabét.

V roce 1954 sestrojili model stolniho elektronového mikroskopu Tesla BS 242. Za tento model
ziskali roku 1958 zlatou medaili na svétové vystavé EXPO v Bruselu.

Roku 1958 vznikl Ustav piistrojové techniky (ISI). Ustav zajistoval Akademii véd piistrojové
vybaveni.

V Sedesatych letech tak doslo k velkému rozvoji elektronové mikroskopie, a to hlavné diky
tehdej$imu fediteli Gstavu profesoru Delongovi a vedoucimu oddéleni elektronové optiky
profesoru DrahoSovi. Tento tym stoji za konstrukei transmisnich a rastrovacich mikroskopti.
Vyftesili problémy vysokonapétovych a vysoce stabilnich proudovych zdrojt, problematiku
vakua a ultravysokého vakua. Provedli analyzu zbytkovych plynd.

V sedmdesatych letech byl sestrojen model Tesla BS 350 se spektrometrem Augerovych
elektroni a autoemisni tryskou. Doslo tak kvyvoji elektronového litografu pracujici
s autoemisni tryskou vyrabénou firmou Tesla Brno. Pozdéji v roce 1975 byl sestrojen
transmisni elektronovy mikroskop Tesla BS 413 s rozlisenim az 0,6 nm. [6]

Po sametové revoluci se ustav Akademie v&d se zaméfil na zakladni vyzkum a zapojeni do
mezinarodnich spolupraci. Zfidilo se zaroven centrum Aplika¢ni laboratofe mikrotechnologii a
nanotechnologii (ALISI). [7]

Delongiv student a kolega Vladimir Kolafik s dalsimi kolegy zalozili roku 1992 firmu Delong
Instruments. Firma vyrdbi nizkonapétové transmisni elektronové mikroskopy LVEM a
Schottkyho elektronova zdroje DIGUN. Jejich zatizeni vyuzivaji védci po celém svéte.

V roce 1991 byvali zaméstnanci Tesly zaloZili firmu Tescan (Tesla + scan). Prvotné se zabyvali
opravovanim mikroskopti, ale pozdé€ji zacali s vyrobou elektronti. V roce 2013 zacala jejich
spoluprace s francouzskou firmou Orsay Physics za vzniku Tescan Orsay Holding se
zaméfenim na rastrovaci mikroskopy, které umoziiuji zkoumdni struktur materidld na
nanodrovni.

Dale byla v devadesatych letech zalozend firma Delmi, kterou pozdéji koupila nizozemska
spolec¢nost Philips a dnes patii firm¢ Thermo Fisher Scientific. Vyrabi elektronové mikroskopy,
spektrometry a dalsi védecka vybaveni. [8]
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4 ELEKTRONOVY MIKROSKOP

Mikroskopy patii k béznému vybaveni laboratofi. Diky jeho zobrazovacim schopnostem
milzeme pozorovat Castice pro bézné oko neviditelné. Existuje nékolik druhii mikroskopt,
nejvice znamé jsou svételné a elektronové. V elektronovém mikroskopu se namisto svétla
vyuzivaji elektrony. Proto se v tubusu elektronového mikroskopu nachdzi vakuum. V atmosféie
neni mozné vyslat elektrony na vzorek, protoze v plynech jsou elektrony siln¢€ rozptylovany.
Namisto sklenénych Cocek se pouzivaji magnetické Cocky nebo elektromagnetické Cocky.
Elektronovy mikroskop dosahuje rozliSeni az 0,1 nm, zatimco svételny pouze 200 nm. Svételny
mikroskop zabira méné prostoru a jeho pofizovaci cena je nasobné nizsi, ale bez elektronového
mikroskopu by nedoslo k tak velkému rozvoji 1ékaistvi, patologie a dalSich oborti.

Diky elektronovému mikroskopu dokézeme pozorovat viry, bakterie, atomarni slozeni latky a;.
Pozorovani vira a bakterii vedlo a stale vede k rozvoji 1ékaistvi. Tvoii nepostradatelnou slozku
v fadé odvétvi jako je biologie (struktura buné€k), chemie (vyzkum polymerd) nebo fyzika
(struktura kovi). Mimo jiné se elektronové mikroskopy vyuzivaji v mikroelektronice, naptiklad
k vyvoji a zkoumani ¢ipti. [9]

4.1 Typy elektronové mikroskopie

Existuje n¢kolik rezimu, ve kterych elektronovy mikroskop miize pracovat, a to jsSou transmisni
elektronovy mikroskop (TEM), skenovaci transmisni elektronovy mikroskop (STEM),
skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) a elektronova difrakce (ED). Kazdy jednotlivy mod
se hodi na ur€ité pozorovani a vyzaduje urcitd specifika jako napftiklad spravnou tloustku
vzorku nebo krystalovou miizku.

TEM umoziiuje zobrazeni a méteni strukturnich, chemickych a mechanickych vlastnosti latek
az na atomove urovni a krystalové struktury véetné jejich poruch. Princip TEMu spociva v tom,
ze vzorkem prochazi proud elektrontl, proto musi byt vzorek velmi tenky (standardni tloustka
je mezi 70nm-150nm, pro TEM by hodnota méla byt pod 100 nm). Ma difrakéni a pfimy
zobrazovaci rezim. Pro zobrazeni vyuziva techniky svétlého pole (BF bright field) a tmavého
pole (DF dark field). U svételného pole jsou pro vytvofeni obrazu vyuzity malo rozptylené
elektrony proslé vzorkem. Lze dosdhnout az atomarniho rozliSeni. U rezimu temného pole
dochazi k vybéru elektronli rozptylenych ve vybraném sméru na vybranych atomovych
rovinach vzorku (vyssi difrakéni fad). U tohoto principu zobrazeni mizeme pozorovat jiny druh
kontrastu ve vzorku (napiiklad defekty krystalové mtizky).

TEM se vyuziva k zméfeni vyskytu chemickych prvkt (kombinace s EDS), krystalovych
miizek, mechanického napéti nebo orientaci krystalovych zrn, k pochopeni vlastnosti a jeva
urcujici makroskopické chovani materiadld. Pouziva se predevsim v biologii, mediciné nebo
materialovych védach. [10]

Vzorek se vklada do mikroskopu ptes airlock neboli ptechodovou komoru. Elektrony jsou
elektromagnetickym polem fokusovany do tenkého svazku. Zdrojem elektronii je katoda.
Soucasti mikroskopu je také n€kolik clon. V elektronovém mikroskopu je zabudovana védecka
kamera, ktera ale umoziuje pofizovat pouze ¢ernobilé snimky. Elektrony se musi pfeménit na
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fotony (svétlo) a ty jsou detekovany kamerou. Samotné elektrony jsou bezbarvé, tudiz nelze
poftidit barevny snimek vzorku. Tubus mikroskopu je tvofen elektronovou tryskou, kondenzory,
objektivem, projektivem (projekénim systémem). Hlavni projektiv je nastaveny na uritou
hodnotu zvétSeni, pomocny projektiv méni zvétSeny v celém rozsahu.

(@) (b)

elektronové tryska \ =)

akcelerator i

kondenzor 1 -\ =

kondenzor 2 e

clona

kondenzoru
objektiv
clona drzdk vzorku —— [}
objektivu =
objekiv = —— =
selekéni »
clona ~
mezibotka — S
b
projektiv —_— -
vysuvna 2% =
CCD kamera
fluorescenéni stinitko 2

fotograficky ey ==

film b
I 'z
CCD kamera o

Obrazek 1 a) Schéma tubusu transmisniho elektronového
mikroskopu, b) odpovidajici fez pfistrojem JEOL, pievzato z
[11]

STEM skenuje vzorek pomoci vychylovaného elektronového paprsku, kdy elektronovy paprsek
je zfokusovan do co nejmensiho bodu. Neékteré modely mikroskopu dokézou pracovat
s rozlisenim az 0,05 nm, atakujicim atomarnim rozlisenim (pozorovani rovin kiemiku). Slouzi
k chemické analyze, v tom mu pomaha RTG zateni (EDS). [11]
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Obrazek 2 Schéma rastrovaciho transmisniho
elektronového mikroskopu (STEM), pievzato
z [11]

SEM se pouziva k analyze mikrostruktur, krystalografického uspotadani, chemického slozeni
materialt. Informace ziskavame interakci elektronového svazku se vzorkem. Na rozdil od
TEMu elektrony skenuji vzorek po fadcich a vzorkem neprochézi. Musi mit detektory pro sbér
informaci. Sbird informace z povrchu a malého objemu pod povrchem vzorku. Velikost vzorku
neni specifikovana, zalezi na velikosti vakuové komory, do které se vzorek vklada. Vzorek ale
musi byt vodivy, kdyZ neni, musi se naprasovackou naprasit vrstvou kovu naptiklad zlatem.
Pouziva se k topografické analyze materialti predevsim malych objekta.

Skenovaci elektronovy mikroskop muize byt vybaven fadou rtiznych detektorti, podle druhu
interakce elektronti primarniho elektronového svazku s materidlem vzorku.

Detektory SEM:

SE-sekundarni elektrony (secondary electrons): Jsou elektrony generované z mista dopadu
primarniho svazku do hloubky desitek nanometrti. Jsou to topografické nositelé informaci,
zobrazuji tvar povrchu vzorku. Diky trojrozmérného efektu slouzi k analyze povrchi, struktur
a méfeni rozméru castic.

BSE-Zpétné odrazené elektrony (back scattered electrons): Elektrony pronikaji do vétsi
hloubky interak¢niho objemu materiali (desitky az stovky nanometri). Pfindsi topografické a
materidlové informace. Umoziiuje 1 mod difrakce, ¢imz mizeme zkoumat krystalogii materiala.
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RTG zareni: Vysila signal z hloubky jednotek mikront interak¢éniho objemu. Na vzorek dopada
primarni svazek elektrond, to slouzi ke zkouméni chemického slozeni materialt.

Katoluminiscence a Augerovy elektrony: Katoluminiscenci se pozoruje realny barevny obraz
vzorku. Dochézi k interakci primarniho svazku elektroni se vzorkem.

Augerovy elektrony jsou ptechod elektronti z vysSich energetickych hladin do vakance. Pfi
piechodu se uvolni velké mnoZzstvi energie. Vyuziva se na analyzu materialt.

FIB-Fokusovany iontovy svazek (focused ion beam): SEM-FIB mikroskopy pouZzivaji primarni
a fokusovany iontovy svazek elektront. Usmérnénym tokem ionizovanych elektronti umoziuje
mikroobrabéni vzorku. Pouziva se k ptipravé ultratenkych lamel, jakozto vzork pro transmisni
mikroskopii. [12]

primarni elektronovy svazek

sekundarni elektrony
Pl i e‘;'fp't,‘v',"g,‘,},' topograficke informace ~ ¢~100 ™)
charakterstcké rentgenové zéfen \ ey opbinninte S
(~1nm) spopte rentgenové zareni
katodolummlscence P
informace o eIektronovém stavu (brzdné zareni)
(~1-5 um) (~1- 3 um) (~1-4 pm)
vzorek
nepruzné rozptylené elektrony
slozeni a vazebné stavy pruZné rozptylené elektrony
nekoherentné pruzné strukturni analyza
rozptylené elektrony "
absorbovaneé elektrony

morfologicke informace (TEM)

Obrazek 3 Detektory SEM, pfevzato z
http://fyzika.jreichl.com/main.article/print/1678-interakce-elektronu-se-vzorkem

14



5 ELEKTRONOVA OPTIKA-COCKY py

Existuji dva zpuisoby, jak ovliviiovat drahu nabitych Castic, respektive v piipad¢ elektronovych
mikroskopt elektronti: elektrické a magnetické pole. Lze tedy pouzit elektrostatické nebo
magnetické Cocky. Magnetické Cocky se pouzivaji v nejkrititéjSich ¢astech zobrazovaci
soustavy (objektivova cocka), jelikoz magnetické Cocky maji men$i zobrazovaci vady.
V prostoru gapu mezi pélovymi néstavci je magnetické pole koncentrovano, diky tomu ma
silngj$i fokusacni efekt. Sily plisobici na elektron magnetické CoCky lze vyjadiit pomoci
Lorentzovy sily:

F=-e (v-B)
Z vektorového soucinu pak dostavame:
F,= +evyBr
Fo=-e (v.Br— B.vy)
Fz= -evyB:

V trajektorii elektronu jsou vyznamné predmétova a obrazova rovina a dale roviny ménici
indukci magnetického pole. Roviny jsou vymezeny fokusaénim ucinkem. Elektron proudi
Z ptedmétové roviny po pfimce mirn€ naklonéné k optické ose. Jeho dréhu ovliviiuje radidlni
slozka indukce. Tim vznikne azimutélni sila a drdha elektronu se sto¢i od optické osy. Ve
stfedni ¢asti Cocky elektron rotuje kolem optické osy za vzniku radidlni sily. Vznikl4 sila ptisobi
na optickou osu. Radidlni slozka rychlosti elektronu se od optické osy zmenSuje. Rovina stiedu
¢ocky je kolmé na optickou osu a tim dosahne nulové hodnoty. Elektron se zacne pohybovat
po spirdle. Fokusacni u¢inek vznikne, jestlize se elektron pohybuje smérem doprava od sttedu
coCky. Azimutalni slozka rychlosti dosdhne maximalni hodnoty ve stiedu Cocky a kvili
plsobici azimutalni sile se zmensi na nulovou hodnotu. Pohyb elektronu po spirdle skonci a
zacne proudit po pfimkové draze k optické ose. Tato draha protind optickou osu. Pfimka je
pootocend tim 1 obraz pootoceny a pievraceny. Jestlize se V ptipad¢ elektromagnetické cocky
zvys§i budici proud, zvéEtsi se 1 thel rotace.
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draha nad vytadise  stacl se zpét sviras rpvinou
optickou osou  ven z papiru  k optické ose papiru Ghel ¢

T e

e i i ) e Rl T T .,...-_...-___-.....7-"'.;._........-
V' | F, ;
/ / vo |By Vz /
sila F, pasobi
pfedmétové smérem K optické ose obrazova
rovina B, >B, B, ? B, | B,>B, rovina

'
stfed Socky
Obrazek 4 Trajektorie elektronu v magnetické ¢ocee, pievzato z [11]

Civka nebo permanentni magnet V elektromagnetickych c¢ockach vytvari kolem sebe
nehomogenni symetrické magnetické pole, ¢imz ovliviiuje trajektorii nabitych ¢astic. Jinymi
slovy magneticka sila ovliviiuje pohyb elektront v civce. Elektrony se pohybuji riznymi
rychlostmi, a tak jejich pohyb po trajektorii je riznorody.

V mikroskopu jsou typicky dvé az tfi magnetické cocky tvorici kondenzor. V ptipadé¢ LVEM
25 a LVEM 25E je kondenzor tvofeny pouze jednou ¢ockou z permanentnich magnetd
podpotenou regulovatelnou elektrostatickou ¢ockou.

Existuji i cocky s vicepolovymi nastavci, ale jsou rotaéné nesymetrické. Zobrazeni
elektronovym mikroskopem je vzdy zatizeno elektronové optickymi vadami. U TEMu jsou
nejzasadnéjsi sféricka (otvorova), chromaticka (barevna) vada a osovy astigmatismus.
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6 ELEKTRONOVA DIFRAKCE p3

Jedna se o jev, kdy dochazi k ohybu vinéni za prekazkou — v naSem piipad¢ krystalovou
miizkou. Mezirovinné vzdalenosti musi byt srovnatelné s vinovou délkou vinéni. Jestlize viny
maji v uritém miste€ stejny smeér vychylky z jejich rovnovazné polohy, vznika tak konstruktivni
interference, diky které nastavaji difrakéni maxima. Umisténi difrakénich maxim popisuje
Braggliv zakon:

2-d-sina=m-A
m=1,2,3, ...
m...fad maxima intenzity
d...vzdalenost krystalovych rovin
a...difrak¢ni thel
A...vlnova délka

Abychom mohli provadét elektronovou difrakci preparatu, musi mit krystalickou strukturu
(krystalovou miizku). Celkem existuj 14 druhii krystalovych mfizek, které jsou ¢lenény do
sedmi zdkladnich soustav. Jejich poruchy lze pomoci difrakce pozorovat.

Pokud chceme zjistit uspotadani atomt v krystalech, ur¢ime urcitou soustavu krystalovych
rovin, pficemz mezirovinnou vzdalenost zname. Roviny odrazi rizné vinové délky pod riznymi
uhly.

Pti difrakci polykrystalu jsou ¢astice umisténé tésné vedle sebe a vytvaii tak souvisly kruh. U
monokrystalu je to pfesné naopak. Jednotlivé Castice se nachazi od sebe v ur€ité vzdalenosti a
nejsou dokola spojeny.

Obrazek 6 Monokrystal, ED LVEM 5: grafitova vlocka,
prevzato z https://sd.delong.cz/dwnld/EEBYSZJH

Obrazek 5 Polykrystal, ED LVEM 5: grafen, ptevzato z
https://sd.delong.cz/dwnld/EEBY SZJH
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7 PRIPRAVA BIOLOGICKEHO MATERIALU PRO
TEM [14]

Abychom se vzorkem mohli pracovat, je potfeba dodrzet zasadni kroky jeho piipravy. Vzorek
musi mit malé rozméry, v priméru zhruba 2 mm, a zaroven aby nim mohly prochazet elektrony
mél by byt dostate¢né tenky, do 200 nm.

U odebraného biologického preparatu je potieba nejprve provést fixaci aldehydy. Tim se zajisti
jeho stabilizace a zachova se jeho struktura, tedy aby se jeho stav, co nejblize podobal
puvodnimu stavu. Nasleduje postfixace oxidem osmicelym (OsOs), ktery zachova strukturu
biologickych membran. Vodu v systému je tfeba nahradit. Provedeme dehydrataci (odvodnéni),
kdy do roztoku ptfiddme dehydratacni Cinidlo, naptiklad alkoholy nebo aceton a do takto
ptipraveného roztoku vlozime vzorek. Po dehydrataci vzorek zalijeme pryskyfici, cozZ umozni
vzorek nakrajet. Nasledné ptipraveny vzorek nakrajime ultramikrotomem, zafizenim pro
ptipravu ultratenkych fezl. K fezu se pouzivaji bud’ sklenéné, nebo diamantové noze. Sklenéné
noze jsou vyrazn¢ levnéjsi, lze s nimi nakrajet 30 fezli a poté je potiebna jejich vymeéna.
poskozeni se musi znovu nabrousit za vysokou ¢astku penéz. Tenky fez vzorku se nanese na
podlozni sitku. Podlozni sitka se obvykle vyrabi z niklu, zlata anebo médi. Podlozni sitka se
vlozi do drzéku a nésledné do vakuové komory.

Vzorek lze pripravit i jinymi zpiisoby, které ndm umozni pozorovat naptiklad vétsi detaily ¢i
strukturu vzorku.

Pozitivni kontrastovani ultratenkych fezu:

Pouziva se u fezt s nizkym kontrastem. Na sitku se vzorkem se nakape roztok s tézkym kovem
napf. uranyl acetat, ktery se navaze na vzorek. Mista, ktera jsou roztokem navazéana ztmavnou.

Negativni kontrastovani:

Se vyuziva pro pozorovani malych ¢astic jako jsou bakterie, viry, makromolekuly nebo bunécné
organely. Na vzorek nakapeme fixacni roztok, roztok z¢asti penetruje vzorek. Vzorek je 1épe
viditelny.

Imunoznaceni:

Na vzorek navaZeme jinou latku, respektive protilatku s téZkym kovem (zlato, stiibro), pfi
pozorovani jsou selektivné oznacena specifickd mista s navazanym tézkym kovem. Diky tomu
mizeme urcit umisténi specifickych molekul. [15]
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Kryofixace:

Vzorek oSetiime kryoprotektantem, chemicky zmrazime (naptiklad tekutym dusikem), avSak
musime davat pozor, aby se na vzorku nevytvorily krystalky ledu. Pokud chceme pozorovat
zmrazeny vzorek je potfeba vzorek se sitkou umistit do kryodrzaku a pii pozorovani davat
pozor, aby nedochdzelo k zahiivani a tani ledu. Vzorek je zapotfebi ozafovat minimalné.
Vzorek lze také pomoci sublimace ledu vysusit a ptidanim dalsi latky zvysit jeho kontrast.
Ovsem pro co nejpresnéjsi vysledek, je nejlepsi pozorovat zmrazeny vzorek. Kryofixace se
pouziva pii pozorovani membran.
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8 LVEM 252

LVEM 25 je transmisni elektronovy mikroskop spolecnosti Delong Instruments. Oproti
konvenénim elektronovym mikroskopim pracuje sSniz§i energii vrozmezi 10-25 kV
s rozliSenim az 1,0 nm. Zdrojem elektront je elektronova tryska Schottkyho typu (Schottky
Field Emission Gun (FEG)). Vzorky jsou umisténé na standardni podlozni sitku o praméru
3,05 mm. Jako jediny TEM vyuziva magnetickou ¢ocku, jejimz zdrojem magnetického pole
jsou permanentni magnety, diky tomu nepottebuje aktivni chlazeni a cely pfistroj miuze byt
znacn¢ miniaturizovan. Ovlada se pomoci kontrolni konzole. Je vybaven védeckou CMOS
digitalni kamerou. Tato kamera umoznuje pofizovat snimky pii slabém osvétlenim s vysokym
dynamickym rozsahem. Mikroskop umoziuje praci v nasledujicich médech: TEM, STEM, ED.
Rezimy lze snadno piepinat bez jakékoliv manipulace se vzorkem.

TEM

Pracuje snapétim 25kV a rozlisenim 1,0 nm. Pozorujeme zivy obraz vzorku o vysoké
frekvenci.

STEM

Funguje ve dvou rezimech, a to s rozliSenim 1,0 nm pii napéti 10 kV, anebo s rozliSenim 1,3
nm ale s napétim 15 kV. Oba rezimy nabizi obraz s vysokou trovni kontrastu. Skvéle se hodi
pro praci se silnéjSimi vzorky az do tloustky 200 nm pro biologické preparaty.

ED

Charakterizuje strukturu krystalickych materialu ¢i latek elektronovou difrakci s velikosti
sondy v rozmezi 500-8000 nm.

Vleze se do jakékoliv laboratofe diky svym malym rozmérim a komptabilité. Je vhodny pro
vyzkum. VyuZiva se napf. ve virologii, patologii ¢i lékarstvi.
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LVEM 25

Obrazek 7 LVEM 25, pievzato z https://delongamerica.com/lvem25/product-details

8.1 LVEM 25E [16]

Jedna se o transmisni elektronovy mikroskop, ktery na rozdil od LVEM 25 pracuje také
v moédech SEM a EDS. Dokaze zmé&fit vnéjsi a vnitini struktury vzorku a analyzovat jeho
chemické slozeni. Funguje na stejném principu jako LVEM 25.

SEM

Princip metody spociva v detekci zpétné odraZzenych elektrond. Elektrony vzorkem tedy
neprochazi.Analyzuje povrch vzorkt, ¢imz zjistime tvar a povrch preparatu.

EDS

Se pouziva pro analyzu chemického sloZeni vzorku. Vytvoii barevnou mapu sloZeni prvk.

Nalezne uplatnéni zejména v materidlovych laboratofich, naptiklad vyzkum nanomaterialt a
polymert. Ale uplatni se i v oborech jako onkologie, imunologie nebo biochemie
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43
Ch1 MAG:200x HV:25kV WD: 20 mm

Obrazek 8 LVEM 25E: EDS mapa vyskytu prvku zlata, pievzato z
https://delongamerica.com/lvem25e/gallery?i=stem15kv-cI500v-tilt-16-
sample-sio-au-04-02-immunology

Obrazek 9 LVEM 25E, pievzato z https://delongamerica.com/lvem25e/product-
details
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9 PRAKTICKA CAST
9.1 Uvod Kk praktické ¢asti

V praktické Casti jsem se sezndmila s jednotlivymi pfipravami vzorkll a pfipravila vzorek
mocoviny. Piiprava vzorku pro TEM a svételny mikroskop je zcela odlisna. V piripadé TEM je
vzorek potieba stabilizovat (v pfipad¢ biologickych materialti), nahradit vodu v jeho systému,
zalit do pryskyfice a na konec nakrdjet pomoci sklenénych nebo diamantovych nozi na
ultramikrotomu. Diamantové noze jsou drazs$i, ale oproti sklenénym nozim maji delsi
zivotnost. V pfipad¢ materidlovych vzorkl je pfiprava ultratenkych vzorki pro TEM odlisna,
jelikoz se vzorek upne piimo na ultramikrotom a nakraji. Materidlové vzorky jsou pevné a stale,
tudiZ neni potfeba provést jejich fixaci a stabilizovat je. I ptes to, Ze kost a lastura se fadi do
protokolu pro biologické vzorky, pouzili jsme protokol pro pfipravu vzorkli materialovych.

Naucila jsem se pracovat s transmisnim elektronovym mikroskopem LVEM 25 a LVEM 25E
na uzivatelské Grovni v rezimu TEM, STEM a ED. Pomoci nichz jsem zobrazovala jednotlivé
preparaty. Volba vhodnych vzorkil byla narocnd, jelikoz jsme potiebovali vzorky hlavné
krystalické povahy a zaroven anorganického charakteru, coz neni zcela bézné. Mize to vSak
nékterych ptipadech mnoho vypovedét o patologickych jevech probihajicich v organismu nebo
o struktufe skeletu organismu. Mikroskopovala jsem v rezimech TEM, ED a STEM 15.
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10 POPIS MIKROSKOPOVANI LVEM 25 17

V postupu samotného mikroskopovani najdeme zna¢né rozdily mezi elektronovym a svételnym
mikroskopem pocinaje uz pripravou vzorku a konce ovladani systému.

Nejprve vzorek polozeny na podlozni sitce umistime pomoci pinzety do drzaku. Musime byt
opatrni, jelikoz je podlozni sit’ka tenkd a pfi jejim poskozeni, bychom mohli poSkodit i vzorek.
Drzak upneme do stolu. Pinzetou odklopime planzetu. Na spodni svorku opatrné polozime
vzorek (sitku) a horni planZetu dame do ptivodni pozice. Drzak vlozime do vakuové komory
(v tuhle chvili uz musime mit zapnuty mikroskop). Zapneme mikroskop a nasledné software
k mikroskopu. Mikroskop funguje ve tiech zakladnich rezimech. Po piihlaSeni do softwaru
uzivatel pokracuje bud’ ve vychozim rezimu-TEMu, anebo si zvoli néktery ze zbyvajicich
reziml. V prub&hu prace se muze piejit na jiny rezim. Pokud jsou hodnoty vakua v poradku,
aktivujeme elektronovou trysku, tj. spustime emisi. Nab&éh emise trva piiblizné 2 minuty. Pro
ptesnou praci je vhodnéjsi nechat mikroskop stabilizovat cca 15 minut, nez se emise stabilizuji.

=
Obrazek 10 Stojan s drzakem vzorku-
oto¢ena horni planZeta do boku, poloZzena
podlozni sitka s preparatem na spodni
svorce

Mikroskop lze ovladat pomoci konzole nebo v samotném softwaru.

o o

I

razek 11 Stojan s drzdkem vzorku

Vzorek si nejprve cely prohlédneme v rezimu s velkym zornym polem (Low Mag) a najdeme
zajimava mista k bliz§imu pozorovani. Mista se daji ukladat a zpétné se k nim vracet. Po
preparatu se pohybujeme pomoci joysticku.

Po zvoleni vhodné casti k pozorovani je potfeba si misto dostatecné pfiblizit pomoci
Magnification a zaroven ptrepnout mikroskop do rezimu TEM. Magnification se pouziva ke
zvétSeni Casti vzorku v rezimu TEM (ovlada projektivy mikroskopu). Ve STEMu je zvétSeni
realizovano jinak-elektronicky pomoci zmény velikosti rastrované oblasti.
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Zkoumanou ¢ast je potieba umistit doprostfed. Ktomu lze pouzit kromé mechanického
manipulatoru i image shift dostupny Corrector control panel, ktery slouzi k pfesnému pohybu
po osach x a'y. Béhem pozorovani mtizeme kdykoliv pofidit snimek ptikazem Save image.

Intenzitu osvétleni preparatu v rezimu TEM Ize nastavit pomoci funkce Illumination, ktera fidi
napéti na elektrostatické kondenzorové ¢ocky, nizsi napéti znamena intenzivnéjsi svétlo.

Obraz je tfeba doosttit. K tomu mame k dispozici dvé pomucky. Pro hrubé zaostieni Focus
Wobler a pro jemnéjsi doladéni fokusu FFT (Fast Fourrier Transformation). Focus wobbler
pouzivame k zaostfovani pouze v TEMu. Ostiime pomoci mechanického posunu vzorkem
podél optické osy mikroskopu (osa z). To je realizovéno otacenim hlavicky joysticku. V ptipadé
rozostfeného obrazu uvidime po zapnuti focus wobbleru dva obrazy, které umistime na sebe,
do jednoho a snimek se tak zaostii (obr. 13 a 14). Pro jemné doostieni slouzi Fine focus, ktery
vzorek doostfi bez zmény vertikdlni polohy vzorku (elektrickym nastavenim optiky
mikroskopu).

Veskeré tkony popsané vyse lze realizovat za pomoci kontrolni konzole (obr. 12) nebo
dialogového okna v softwaru k mikroskopu.

LVEM 25

Obrazek 12 Kontrolni konzole: 1) on/off pro zapnuti, vypnuti mikroskopu; 2) Illumination; 3) rezimy
mikroskopu; 4) Focus wobbler; 5) Corrector control; 6) Fine focus; 7) Magnification; 8) Save image; 9) joystick,
prevzato z [17]

25



Obrazek 13 Rozostfeny snimek (pouziti Focus wobbler), Obrazek 14 Zaostfeny snimek (pouziti Focus wobbler),

prevzato z [17] prevzato z [17]

Muze se stat, ze vzorek kvuli proudu elektroni spalime. Pokud tahle situace nastane, lze jesté
na preparatu nalézt neposkozené misto. Jestlize nejsem pifi manipulaci s podlozni sitkou a
celkové se vzorkem opatrni a poskodime ho, nemusi se povést jeho zkoumani. Na pokrouceném

vzorku se tézko hleda vhodné misto k bliz§Simu zkoumani, zaroven se mize protrhnout a narusit
strukturu preparatu.
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11 VZORKY
11.1 Nepatogenni bakterie

Na zacatku jsem se zabyvala specialnim druhem nepatogennich bakterii, které produkuji
krystalky manganu usazujicich se podél bunék. Ptiprava vzorku prob¢hla standardné dle
protokolu pro piipravu biologickych vzorki, popsané v kapitole 7.

Pokud je bakterie nepatogenni, nemiize poskodit, usmrtit nebo zptisobit onemocnéni u jinych
organismu, tudiz nehrozilo zadné riziko pfi manipulovani se sitkou.

11.2 Mocovina

Mocovina (CO(NH2)2) je diamid kyseliny uhli¢ité. Jedna se o prvni organickou slou¢eninu
vyrobenou z anorganickych latek. Jedna se odpadni latku metabolismu dusikatych latek savct,
obojzivelniki a n€kterych ryb. Pouziva se na vyrobu hnojiv a plastt. [18]

Mocovina (urea) je pro lidsky organismus nepotiebna a skodliva latka. V bunikéch lidského téla
vznikaji pti chemickych reakcich dusikaté slouceniny, které¢ jsou nebezpecné pro télo. Jsou
pfeneseny krvi do jater, kde se pfeméni na mocovina. Mocovina pak dale putuje v Krvi
k ledvinam. Ledviny ji pomoci ledvinnych kanalkt pfefiltruji na mo¢. Mocovina spolu
s dalsimi §kodlivymi latkami je v podobé moc¢i vyloucena z organismu. Pokud je v krvi zvysSena
hladina mocoviny, znamena to onemocnéni ledvin nebo nadmérnou konzumaci bilkovin. [19]

Vzorek mocoviny jsem prtipravila dle nasledujiciho protokolu. Mocovina se smicha
s deionizovanou vodou. Roztok jsem napipetovala do zkumavky, ktera se nasledné vlozila do
ultrazvukové mycky, kde se vzorek dostate¢né promichal (sonifikovano po dobu 15 minut).
Nasledné byl pipetou nakapnut v mnozstvi ptiblizn¢ 3 pl na podlozni sitku s ultratenkym

uhlikovym filmem.
O
[
d ¢ AN
HoN NH2
Obrazek 15 Vzorec mocoviny
11.3 Kost

Kost (lat. 0s) je nejtvrdsi tkan, jeji funkce je opora téla a ochrana mékké tkan¢. Z 55 % ji tvoii
anorganické latky: ionty kalcia a fosfatu ve form¢ hydroxyapatitu, kalciumfosfat a mineralni
soli vapniku. Zakladni jednotkou stavby kosti je osteocyt.
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/A
Kioubni 5 kompaktni kost
chrupavka
linea epiphysialis
(hranice mezi epifyzou
spongiézni kost a diafyzou)
periost
(okostice)

periost (okostice)

endost

kloubni chrupavka

Sharpeyova
drenova dutina

: distalni epifyza T
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Obrazek 16 Stavba dlouhé kosti, ptevzato z https://www.nzip.cz/rejstrikovy-pojem/3704

Pracovala jsem se stehenni kuteci kosti (lat. femur), kterd se fadi mezi dlouhé kosti. D€li se na
epifyzu (hlavicka kosti), metafyzu (obsahujici rustové chrupavky) a diafyzu (duta cCast
obsahujici kostni dieft). [20] Slo o kompaktni kost, ktera je soucasti dlouhych kosti. Tvoii ji
kostni tkai obsahujici organickou i anorganickou slozku. Slo nam zejména o anorganickou ast,
aby mohla byt provedena difrakce. Proto byl vzorek odebrany z diafyzy. [21]

K pozorovani byla pouzita kufeci stehenni kost. Nejprve se musela vyvarit, aby doslo k jeji
sterilizaci a odstranilo se, co nejvice organickych zbytkl. Pfiprava vzorku neprobéhla
standardné pro biologické preparaty, jak je popsano Vv kapitole 7, ale ptiprava probéhla jako u
materialu, protoze nam ne$lo o zachovani bunééné struktury. Vzorek mi v ramci spoluprace
nakréajel Helmut Gnaegi ze spole¢nosti Diatom.

Suché krajeni kosti bylo netspé$né, ponévadz se platky nedafilo umistit na sitku. Z toho
divodu se pan Gnaegi rozhodl krajet ve vode, coz se také povedlo. Nastal ale problém, protoze
fez nemohl byt umistény na béZznou podlozni sitku, ale musela se pouzit mfizka s uhlikovou
folii s otvory o primeéru 2um.

11.4 Lastura

Lasturu tvofi prevazné uhlicitan vapenaty (CaCOg), dale konchiolin a aragonit. Jedna se o
dvoudilnou schranku mlza a diky ni se rozpoznavaji jednotlivé druhy mlza.
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Vzorek mi opét nakrajel ve spolupraci Helmut Gnaegi. Pfiprava vzorku probéhla stejnou cestou
jako u kosti.

Lastura byla krajena diamantovym kotou¢em a kryo nozem pii pokojové teploté. Lasturu neslo
narezat ve vod¢, nebot’ vzorek je hydrofilni. Pokladani vzorku na sitku je naro¢na zélezitost,
protoZze se vzorek snadno poskodi. Preparat se podatilo umistit na podlozni sitku, ke spravnému
prichyceni na sitku pomohla vlhkost.

Obrazek 18 VVzorek kosti



12 POZOROVANI
Prvni jsem pozorovala nepatogenni bakterii v rezimech TEM, STEM15, ED. V mikrografii 1ze
vidét fez bunkami a vyrazné oblasti manganovych depoziti produkovanych okolnimi buiikami.
Jelikoz ma mangan vyssi hustotu nez okolni bakterie (které jsou slozeny pievazné z uhliku),
jevi se na snimku tmavsi, protoze zde dochézi k vét§imu rozptylu prochazejicich elektront.

Y 3 ; o N H :

pm
FOV 12345 nm

Obrazek 21 TEM nepatogenni bakterie, manganové depozity se nachazi
ve vyznacené oblasti

5keV

Obrazek 23 STEM 15 nepatogenni bakterie, zvétsena
oblast manganovych depozitil

Obrazek 22 TEM nepatogenni bakterie, zvétSena
oblast manganovych depozit
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U obrazku 22 je stejna oblast jako u pfedchoziho snimku, s vétsSim rozliSenim. Na vedlejSim
obrazku lze spatfit opét stejnou oblast, ale tentokrat v rezimu STEM 15. Pozorovana ¢ast l1ze
v TEMu Iépe vidét, jelikoz poskytuje lepsi prostorové rozliseni. STEM se vyuziva predevsim
pro tlustsi vzorky, kde je potfeba omezit vliv chromatické vady, dané dodatecnym rozsitenim
energiové Sitky svazku preparatem.

-; delong e
instruments DIFF 5nr

Energy 25 keV FOV -1 nm
0

Obrazek 24 ED nepatogenni bakterie

Bakterie jasné krystalizovala. Vzorek byl spravné zvoleny. Jelikoz jsou jednotlivé kruhy
spojeny, jedna se o polykrystal.
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Vzorek mocoviny nekrystalizoval, a proto se na ném difrakce nezdafila. Vzorek byl docela
tlusty, nebyla optimaln¢ zvolena metoda pfipravy vzorku. Pokud by byl preparat pfipraveny
jinou metodou, m¢l by krystalizovat.

DIFE 5nm-1
LVEM 25 Energy 25 keV FOV -1 nm
DI Operator

Obrazek 25 ED mocovina
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Déle jsem zkoumala lasturu.

TEM
LVEM 25 Energy 25 keV FOV 5450 nm
DI o

Obrazek 26 TEM lastura

Operator

Mym zkoumanym objektem je tmava Cast, kterou jsem difraktovala.

=
LVEM 25 Energy 25 keV F

Obrizek 27 TEM lastura, vyznaceny je vzorek v oku
podlozni sitky
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Preparat s mens$im zvétSeni. Sestihelnik je oko miizky podlozni sitky. Cerna mista jsou
podlozni sitka.

uments DIFF
LVEM 25 Energy 25 keV
DI

Obrazek 28 ED lastura

DIFF 5nm-1
LVEM 25 Energy 25 keV FOV -1 nm

DI Operator

Obrazek 29 ED lastura

Vzorek mél krystalickou povahu a difraktoval. Na prvnim pohled Ize spatfit, ze se jedna jak o
polykrystal, tak i 0 monokrystal. Monokrystaly jsou jasnéji vidét na prvnim snimku. Pfi zméné
pozice na vzorku misty pievazovaly monokrystaly a misty polykrystaly.
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Na zavér jsem zkoumala muj hlavni preparat a to kost.

nents

e
LVEM 25

=2 fnstruments TEM
LVEM 25 Energy 25 keV

Obrazek 31 TEM kost
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Ptiblizend oblast, na které jsem provadéla difrakci. Vzorek je ,,prikryty* tmavsi vrstvou
sotvory, jde o uhlikovou folii viz. kapitola 11.3. Tato sitka s periodicky rozmisténymi
kruhovymi otvory se nazyva quantifoil.

DIFF

LVEM 25 Energy 25 keV
DI

Obrazek 32 ED kost

Preparat vykazoval jasnou krystalovou strukturu. Na snimku je zobrazeny polykrystal.
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DIFF
Energy 25 keV

Obrazek 33 ED kost

U prostiedniho kruhu jsou slabé vidét monokrystaly. Na preparatu prevazovaly polykrystaly.
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13 ZAVER

Cilem mé prace bylo rozvinout metodu elektronové difrakce se vzorky biologické povahy.
Difrakce byla provedena na ctyfech biologickych preparatech (bakterie s manganovymi
depozity, mocovina, kost, lastura). Nepatogenni bakterie s manganovymi depozity jasné
krystalizovala a vysledkem je difrakce polykrystali. A¢ je mocovina anorganického pivodu,
nekrystalizovala. Na viné byl patrné Spatné zvoleny protokol pfipravy. Mo¢ovina by méla mit
krystalovou strukturu, proto bych pfist€¢ zvolila jinou metodu ptipravy podporujici vznik
krystalické struktury.

Hlavni vzorky, kost a lastura poskytly nejlepsi difraktogramy, nebot’ jsem pii pozorovani vidéla
jasnou difrakci polykrystalti spole¢né s monokrystaly. Monokrystaly pievazovaly hlavné u
lastury. Pro difrakci kosti byla vybrana kuteci stehenni kost (dlouhd kost). Vzorek byl odebran
z diafyzy kvili anorganické ¢asti. Postup ptipravy byl zvolen pro protokol pfipravy materialu,
jelikoz nam neslo o zachovani bunéénych struktur. Problém se vyskytl pfi jejich krajeni, ale
nastésti si s tim Helmut Gnaegi, ktery mi vzorek kosti a lastury krajel, poradil. Celkov¢ Ize fici,
ze mikroskopovani bylo uspésné.

V biologickych materidlech anorganického charakteru dochazi ke krystalizaci podobné jako u
n¢kterych vzorkl materidlovych. V kostech se tato anorganicka slozka (pfedevsim ionty kalcia
a fosfatu) vyskytuje ve formé krystalovych desti¢ek. Ve §lachach jsou tyto desticky umistény
Vv paralelnich vrstvach napfi¢ fibrilami. Jejich krystalografii Ize pozorovat pouze pomoci
elektronové difrakce. Diky téhle metodé chapeme zakladni mechanismy krystalti v tkanich, jak
nukleuji a rostou. Problém nastava v ptipravé vzorku, ktera je slozita viz kapitoly 11.3 a 11.4
(krajeni vzorki). Proto se pomoci elektronové difrakce biologické preparaty ¢asto nezkoumaji.

Nizkovoltova elektronova difrakce by se dala vyuzit pti procesech biomineralizace napt.
Vv biologickych laboratofich a v nanotechnologii. Mame moznost zjistit atomarni rozlozeni
krystalt a jejich mezirovinné vzdalenosti a zjistit, jak se krystaly chovaji v biologickych
preparatech. Zdali jsou rist a nukleace krystalil fizené ¢i nikoliv a co to mize ovlivnit. Nebo
také zda na tyto procesy maji vliv vychylky-poruchy krystalovych mtizek.
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