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Abstrakt: Tato prace se zabyva dvéma velmi modernimi metodami
pouzivanymi pro zkoumadni svéta v men$im nez mikro métitku. Prvni
znich je tzv. AFM (mikroskopie atomérnich sil), pouzivana pro méteni
topologie vzorku az na atomarni urovni. Druhou je mikro-spektroskopie
pouzivand pro zkoumani charakteru emisnich spekter nanoc¢astic. Cilem
této prace je spojit ob¢ tyto metody tak, aby bylo mozné detailné proméftit
velikost a tvar nanocéstic a soucasné zkoumat jejich emisni spektrum.

V prvni ¢asti prace podrobné piedstavuji obé metody, Ctenafi
predkladam jejich principy, vyhody a pouziti. V druhé ¢asti popisuji
provedena pripravnd méteni — jako je délkova a smérova kalibrace kamer
meftici soustavy a vybér vhodné podlozky pod vzorek. V zdvéru druhé ¢asti
odvozuji a poté predkladdm mnou navrzeny postup.

Postup sestava z 20 kroki a sjeho vyuzitim bude mozné
podrobnéji studovat luminiscencni zatreni pochéazejicich z nanometrovych
zdroji, predevSim zkoumat jeho zavislost na tvaru a velikosti nanoc¢éstice.
Velmi slibnou jé také moznost méfit vliv vzdélenosti dvou nanocastic na

jejich emisni spektra.
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Abstract: This thesis is about two very modern scientific methods used to
study the world in smaller than micro scale. The first one of them is atomic
force microscopy (AFM) which is used to measure the topology of a
sample at the atomic scale. The second one is micro-spectroscopy which
is used to study the nature of emission spectra of nanoparticles. The goal
of this thesis is to combine these two methods so that it can be used to
measure in detail the size and the shape of nanoparticles and in the same
time study their emission spectra.

In the first part of the thesis I present both methods, their principles,
benefits and applications. In the second part I describe performed
measurements, such as scale and directional calibration of measuring
apparatuses cameras and selection of suitable sample carrier. At the end of
the second part, I present my proposed procedure how to pair the same
sample location studied by AFM and micro-scpectroscopy.

The procedure consist of 20 steps and with its use it will be possible
to study luminescence emission in more detail, especially for example
examine its dependence on the shape and size of the nanoparticle. The
ability to measure the effect of the distance between two nanoparticles on

their emission spectra is also very promising.
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1 Predmluva

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je moderni mikroskopickd metoda
vyvinuta roku 1985 némeckymi fyziky G. Binnigem, C. F. Quatem a Ch. Gerberem.
Tato metoda svym rozliSenim dalece pfesahuje schopnosti optickych mikroskopt a
zaroven poskytuje informaci o topologii a mechano-chemickych vlastnostech povrchu
vzorku. Diky tomu, Ze dolni hranice rozliSeni sahd, az k moznosti identifikovat
jednotlivé atomy se dnes pouziva zejména v biologii, mikrobiologii, nanotechnologii,
polymerni véde, fyzice nebo ve vyzkumu ukladani energie.

Mikro-spektroskopie je metoda umoziujici zkoumat luminiscenci vzorkt z
oblasti menSich nez mikrometr, kterda nachazi uziti zejména v prohlubovani
porozuméni luminiscencnich jeva.

PtestoZze je mozné pristroje pro AFM a mikro-spektroskopii propojit tak, aby
oba pozorovali stejny vzorek, nebyl v dobé zadani této bakalaiské prace publikovan
postup, jak pristroje pro AFM a mikro-spektroskopii zaméfit souCasné na jednu
konkrétni nanocastici. Pravé vytvoreni tohoto postupu je primarnim cilem této prace,
nebot’ by mohl usnadnit dals§i vyzkum nejen nanocéstic. Pokud by se podaftilo tento
postup vytvoftit, bylo by mozné napi. zkoumat vliv jemnych rozdilt ve tvaru a velikosti
nanocastice na jeji emisni spektrum, nebo zkoumat, jak je toto spektrum ovlivnéno
pritomnosti dal$i nanocCastice v zavislosti na jejich vzdjemné vzdalenosti.
Sekundéarnim cilem této prace je poté pfiblizeni modernich mikroskopickych metod
SirSimu publiku, pfedevs§im uclitelim fyziky, a sezndmeni je s pfistroji vyuZivanymi
v souc¢asném vyzkumu na konkrétnim ptikladu.

Tato prace je psana obecnéjsi formou, tak aby byla snadno dostupna pro
Sirokou vetejnost bez pozadavkll na hluboké odborné znalosti konkrétniho oboru
fyziky. Prvni cast této prace se zabyva popisem AFM a mikro-spektroskopie,
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predevsim jejich fyzikalnich principti, druhd ¢ast je zaméfena na konkrétni méfeni a
obrazovou synchronizaci obou zatizeni. Nejprve je popsdna celd méfici aparatura a
poté jsou popsana piipravna méteni nezbytna pro provedeni korelace, jako je délkova
kalibrace pouzitych kamer, zjiSténi vzdjemné orientace jejich obrazl a vyber podlozky.
Na zaklad¢ ptripravnych méfeni byla vytvofena posledni Cast, ve které je popsan
samotny navrh postupu korelace AFM a mikro-spektroskopie, tento navrh byl Gspésné

aplikovan a jeho kvalita vyhodnocena.



2 Teoreticky uvod

2.1 Mikroskopie atomarnich sil

AFM je zkratka pro mikroskopii atomdarnich sil (z anglického atomic force
microscopy). Jak nazev napovida, jedna se o metodu mikroskopického zobrazovani
vzorku, jako je naptiklad optickd, elektronova, nebo tunelova mikroskopie. Oproti
optické mikroskopii v§ak AFM nema rozliSeni omezeno difrakci, nebo aberaci, jelikoz
k interakci se vzorkem a jeho zkoumani nepouziva svételny paprsek. Misto svételného
paprsku se ke zkouméni vzorku vyuziva kontakt snimaci sondy s povrchem vzorku a
jejich pfimou vzdjemnou interakci. Na rozdil od tunelové mikroskopie, ktera také
vyuziva sondu, neni ke zkoumani vzorku pouzit tunelovy proud, ale zaznamenéavani
pusobeni mezi atomy sondy a atomy vzorku, které pochazi ptimo z mezi-atomovych
interakci, jako jsou napt. van der Waalsovy sily, kapilarni sila, elektrostaticka sila, atd.
Takto jsme schopni ziskat informaci o topologii vzorku, kterd ve svislé ose (ose
z) dosahuje az atomarniho rozliSeni. V oséach x, y jsme v rozliSeni omezeni velikosti
Spicky hrotu sondy, ta je v fadu nékolika nanometrii.

AFM neklade vyznamné pozadavky na prostfedi, ve kterém se vzorek musi
nachazet. Na rozdil od elektronové mikroskopie mize AFM méfeni probihat na
vzduchu, ve vakuu, ve vlhkém i pfimo v kapalném prostiedi, coz otevird Siroké

moznosti, napt. studovat biologické vzorky v jejich pfirozeném prostiedi

2.1.1 Zakladni princip

Schématické znazornéni principu AFM je zobrazeno na Obr. 2.1

Detektor._| ,-
- Paprsek f_L’as er

Hlava AFM

Piezoelektricky
prvek

Drzak vzorku —

Nosnik

Obr. 2.1 — Schéma principu AFM
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Zakladni ¢asti AFM je sonda, ktera sestava z malého pruzného nosniku (délky
fadoveé 0,1 mm), ktery je pies piezoelektricky prvek, neboli piezoelement, pevné
uchycen k tzv. AFM hlavé. AFM hlava v sobé obsahuje potiebné optické elementy
typu laser, detektor ale i mechanické Casti, napt. motory pro hruby posuv v ose z.
Piezoelement je schopen se v zavislosti na pfilozeném napéti bud’ smr$t'ovat, nebo
roztahovat a to v fddu nanometrit az po v ptipad¢ naseho zatizeni 10 um. Poloha
nosniku je detekovdna pomoci laserového paprsku - kdyz dojde ke kontaktu se
vzorkem, tak se nosnik prohne a tim padem dojde k vychyleni laserového paprsku na
detektoru. Dle typu méteni jsme potom schopni ovliviiovat jemné pohyby hrotu nad
vzorkem, nebo pracovat v bezkontaktnim modu. Jak jsem zminil vyse, hlava byva
zpravidla opatfena malymi krokovymi motory pro hrubé posuvy sondy urcené
k hrubému pfiblizeni se ke vzorku, avSak béhem vlastniho méteni se tyto krokové
motory nevyuzivaji a hlava zlistava idealné v konstantni vySce. Namisto toho se béhem
metfeni pro pohyb sondy vyuziva piezoelektricky element (ktery se smrstuje ¢i
roztahuje). Nosnik je k AFM hlavé uchycen pies piezoelement pouze jednim koncem
tak, aby druhy konec byl volny a mohl vibrovat a interagovat se vzorkem. Tento volny
konec je ze spodni ¢asti opatfen hrotem, jehoz délka se pohybuje v jednotkach um,
Spicka hrotu byva béZzn¢ s polomérem menSim nez 15 nm, avSak vyrdbi se i
s polomérem 2 nm [1]. Pfiklad hrotu v¢etn¢ méfitka je pro ilustraci zobrazen na Obr.

22.
a) b)

E Beam Spot Magn Det WD Exp —— &5um
10.0kY 3.0 5000x SE 225 0 Nanosensors

Obr. 2.2 — Elektronové snimky hrotu PPP — NHCR (spol. Nanosensors) [2]
a) Predni pohled na hrot
b) Detail vrcholu hrotu



Hrot je jedinou ¢asti celého AFM mikroskopu, kterd pfichazi do kontaktu se
vzorkem. V zévislosti na velikosti atomarnich sil ptsobicich na hrot se cely nosnik
vychyluje, nebo se méni amplituda jeho kmit. Tyto zmény jsou vSak pfili§ malé na
to, aby se zaznamenavaly pfimo a z tohoto diivodu je vrchni ¢ast nosniku ozarena
laserovym paprskem, tento paprsek se od nosniku odrazi a dopadé na detektor, kde je
meétena jeho vychylka. Tato vychylka je poté prepocitana softwarem dodanym k AFM
a nasledné je urcena vyska vzorku v daném bod¢. Z té€chto vypoctu mizeme ziskat i
mechano-chemické vlastnosti daného bodu vzorku, pokud pouzijeme spravny mod a
hrot. Velikost jednoho bodu vysledného obrazu je limitovana Spickou hrotu (obr. 2.2
b), tj. ¢im ostiejsi hrot tim lepSiho rozliSeni je mozno dosdhnout. Detektor i laser jsou
pevnou soucdasti hlavy AFM.

Vzorek je upevnén na desku, na které stoji AFM hlava a ta byva zpravidla
opatfena vlastnimi polohovacimi mechanismy. V nasem piipadé je mozné zaroven
sledovat vzorek zespodu optickym mikroskopem. Celé zafizeni je umisténo na anti-

vibra¢nim stole, aby se vibrace z okoli nepfenasely na vzorek.

2.1.2 Sestaveni obrazu

Vysledny obraz AFM méfeni lze interpretovat jako zavislost vySky vzorku na
soufadnicich x, y. Méteni obvykle probiha tak, ze piezoelement pohne hrotem pies
cely zvoleny rozsah x-ové soutradnice od prvniho po posledni pixel fadku a zpét a az
poté je posunut ve sméru osy y o jeden pixel pii zvoleném rozliSeni. Vysledek méteni
pfi konstantni soufadnici y a rostouci soufadnici x je oznaovan jako tzv. trace stopa,
pfi klesajici soufadnici x jako tzv. retrace stopa zvoleného fadku. Jeden fadek obrazu
je poté vytvoten jako pramér frace a retrace stop. V idedlnim ptipad€ by ob¢ stopy
mély byt naprosto shodné, ve skutecnosti v§ak k naprosté shod¢é nikdy nedochazi a
ukolem operatora AFM je najit takové parametry méfeni, aby rozdil mezi stopami byl
minimalni.

Porovnani trace a retrace stop lze provadét v pribéhu meéteni, nebo zobrazit
zpétn€. Zpétné zobrazeni je vhodné napiiklad pro identifikaci tzv. obrazovych
artefaktd, tj. rozdili naméteného tvaru vzorku proti jeho skute¢nému tvaru (vice viz
2.1.5 dale). Ptiklad porovnani a artefaktii je zobrazen na Obr. 2.3 — zde zobrazené
artefakty v okoli hran jsou typické pro vzorky s ostrymi hranami a 1ze je minimalizovat

napft. sniZzenim rychlosti skenu. [3]
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j \i — retrace
>
X

Obr. 2.3 — Priklad rozdilu mezi stopami trace a retrace
a) Skutecny tvar profilu vzorku
b) Naméreny tvar profilu vzorku

2.1.3 Mody

AFM miize snimat povrch vzorku v n¢€kolika riznych modech, ty nejcasté;si

jsou v nasledujicich odstavcich popsany.

2.1.3.1 Kontaktni mod

V tomto moddu je hrot nosniku taZzen po povrchu vzorku a méfena je bud’
vychylka nosniku pfi konstantnim napéti na piezoelementu, nebo je naopak drzena
konstantni vychylka nosniku a méteno je napéti na piezoelementu potiebné pro
udrzeni této vychylky (napéti je fizeno zpétnovazebnim signidlem z urceni polohy
nosniku pomoci vychylky laseru).

Nevyhodami tohoto modu jsou: riziko pfichyceni hrotu ke vzorku vlivem
piitazlivych atomarnich sil, riziko poskozeni vzorku a nosniku narazem (v ptipadé
vzorku s velkymi rozdily vysek), nebo riziko odtrzeni ¢asti vzorku a jeho nalepeni na
hrot v ptipadé¢ mékkych, nebo lepkavych vzorki, vSechny tyto poskozeni zplsobuji
vznik nepfesnosti v méfeni a obrazovych artefaktd. Zaroven kontaktni mod vede
k rychlému opotiebeni a ztupeni hrotu, coZ vede ke sniZeni rozliSovaci schopnosti
tohoto hrotu v osach x, y. Tento moéd byl pouzivan spiSe u prvnich AFM pfistroju [4]
a v dnesni dob¢ se pouziva predevsim, pokud chceme kromé topografie méfit i jiné

vlastnosti, jako je adhezivita, nebo konduktivita, kdy je kontakt se vzorkem nutny.



2.1.3.2 Rezim AC

Rezim Anglicky zvany ,,Tapping mode*, ktery by bylo mozné ptelozit jako
»Rezim klepani“, nejCastéji vSak nazyvany AC mdd je rezim patiici do typu méieni
pomoci pferusované¢ho kontaktu se vzorkem. Byl vyvinut jako feSeni jiz zminéného
problému kontaktniho modu, ktery se tykal zvySeného rizika poskozeni vzorku a
otupeni hrotu [5]. V tomto rezimu volny konec nosniku s hrotem nucené¢ osciluje
v blizkosti své vlastni rezonan¢ni frekvence v nizké vysce nad vzorkem. Oscilaci je
nejcasteji dosazeno pomoci piezoelektrického prvku, ale mezi dal$i moznosti patii
stitidavé magnetické pole, stfidavé zahfivani modulovanym laserovym paprskem a
dalsi [6]. Oscilace jsou fizeny fidicim signalem, ktery méa pevné nastavené hodnoty
bud’ frekvence, nebo amplitudy. To znamend, ze dokud neni hrot v kontaktu
s povrchem, je i frekvence a amplituda volného konce nosniku konstantni. Jakmile
dojde k pftiblizeni nosniku k povrchu vzorku, pak je-li napiiklad pevné nastavena
frekvence (ta je nésledné¢ vynucovana pomoci piezoelementu), zméni se vlivem mezi-
atomdrnich sil hodnota amplitudy. Tato zména amplitudy je detekovana, pouzita jako
zpétnovazebni signal a nasledkem toho, se upravi svisla poloha nosniku tak, aby
amplituda kmitd nosniku odpovidala fidicimu signalu s uréenou toleranci. Obraz je
nasledné zrekonstruovéan jako mapa svislé polohy nosniku. Toto méfeni 1ze provést i
obracené¢ kdy se pomoci piezoelementu vynucuje amplituda a méfi se zména
frekvence.

Kromeé svislé polohy nosniku je v tomto rezimu mozné zaznamenavat také fazi
mezi frekvenci fidiciho signalu a frekvenci kmiti nosniku. Hodnota faze se bude
v pribéhu méteni meénit v zavislosti na lokalnich mechanickych vlastnostech vzorku,
jako je tuhost.

Pii méfeni v AC modu je zdkladni pozadavek na hodnotu frekvence dan¢ho
nosniku, aby byla mnohem vyssi, neZ frekvence vibraci budov, kterd je nejsilnéjsi
v okoli hodnoty 100 Hz [7] (v mém pfipadé se jedna o frekvenci 30 — 60 Hz). Tohoto
pozadavku je bézné¢ dosahovano, nebot’ rezonanéni frekvence pro méfeni v AC modu
se dnes u béznych nosniki pohybuje od desitek do stovek kHz, v piipad¢ ultrakratkych
nosniki dokonce do tadu tisict kHz [1]. Amplituda kmiti se bézn€¢ pohybuje od
jednotek nm do stovek nm [6].

Vyhoda tohoto rezimu, oproti kontaktnimu, spo¢iva v mnohonasobné mensich

podélnych silach pasobicich na vzorek béhem méteni. Tim je sniZzeno riziko posunuti
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1 téch Casti vzorku, které nejsou pevné prichyceny k podkladu. Zaroven tento typ
méfeni umoziuje ziskat maximalni mozné rozliSeni v oséch x, y pii dané Siice Spicky

hrotu oproti jinym moédim pii pouziti hrotu se Spickou shodnych parametra.

2.1.3.3 Bezkontaktni rezim

Stejn¢ jako preruSovany rezim, je bezkontaktni rezim zalozen na kmitani
nosniku v blizkosti rezonan¢ni frekvence. V ptipadé bezkontaktniho rezimu vSak neni
hrot v pfimém kontaktu s povrchem vzorku, ale jeho frekvence a amplituda kmitt jsou
ovlivilovany pouze prostfednictvim sil, které dosahuji nad povrch (napf. van der
Waalsova sila je nejsilngj$i od 1 nm do 10 nm). Tyto sily ptsobi jako tlumeni kmiti a
tedy snizuji rezonan¢ni frekvenci, zména rezonancni frekvence se projevi zménou
amplitudy a ta je poté zaznamendna. Zpétnovazebnim systémem je poté upravena
vyska nosniku tak, aby byla udrzena konstantni frekvence, nebo amplituda (zéalezi na
zvolené modulaci) a hodnota této zmény vysky je zpracovana a pievedena na obraz
povrchu vzorku.

Vyhodou rezimu je, Ze hrot neni b&hem celého oscilatniho cyklu v
piimém kontaktu se vzorkem, ale nachazi se n¢kolik nm nad jeho povrchem a dochazi
tak k nejmensimu moznému naruseni vzorku i opotiebeni hrotu. Vyraznou nevyhodu
zpusobuji pfitazlivé sily mezi atomy vzorku a hrotu, jejich vlivem mutze dochézet
k ndhodnému pfilnuti hrotu k povrchu vzorku a tim dojit k naruSeni méfeni. Tento jev
je nejvyrazngj$i v piipad€ vzorktl, na kterych je ptfitomna vrstva vody, kdy ptilnuti

zpusobuji predevsim kapilarni sily.

2.1.3.4 DalSi mody

AFM je schopné pracovat v celé fad¢ dalSich modd, jako je naptiklad QI mod
zaznamenavajici v kazdém pixelu vysledného obrazu celou silovou kiivku (zavislost
sily na vzdalenosti), z analyzy této kiivky se daji ur¢it mechanické vlastnosti v daném
bod¢ vcetné napf. Youngova modulu pruznosti vzorku. Dal§im modem je silou
modulovany mod, kdy vrchol hrotu osciluje pod povrchem vzorku, nebo riizné mody
pro manipulaci se vzorkem, jako je pfesun molekul, vytahovani zachycenych molekul
ze vzorku, naruSovani vzorku atd. Tyto mody, a¢ velice uzite¢né pro studium vzorkt
jsou zbyte¢né komplikované pro hledéni zdkladniho postupu pro korelaci s mikro-
spektroskopii, proto jsou v této praci uvedeny pouze pro doplnéni celkového obrazu o

moznostech AFM.



2.1.4 Praktické aplikace AFM

AFM bylo vyvinuto v 80. letech 20. stoleti pro rozsifeni pouzitelnosti
fadkovaciho tunelového mikroskopu (STM) na biologické vzorky. Od doby svého
vzniku se rozs$ifilo do mnohem S$irsiho spektra obort diky velké Skale pouzitelnosti,
jednoduchému zachézeni a relativné nizké cené ptistroji (viz tvod kapitoly 7 v [8]).

Pro materidlni védy a pfedevsim pro fyziku povrchli ma mimotfadny vyznam
schopnost AFM zobrazovat jednotlivé atomy', diky ¢emuz je mozné zkoumat jemné
povrchy kovt a identifikovat jednotlivé absorbované prvky (viz kapitola 7.1.3 v [7]).
Vysokého rozliSeni se pouziva i pro zobrazeni jednotlivych molekul, nebo jejich
usporadani na krystalech, pifipadné pi1 sledovani vzdjemné interakce mezi
molekulami. V tomto ohledu je také vyuzivano moznosti provadét AFM méfeni ve
velmi riznorodych prostiedich, umoznujici studii molekul tzv. in situ (lat. v pitvodnim
misté) tj. v podminkach imitujicich situaci v jejich pfirozeném prostiedi. Moznosti
mefit pomoci AFM mechanické, elektrické a magnetické vlastnosti v nano-méfitku se
vyuziva pro studium mechanickych charakterizaci materiald, tfeni, pro méfeni miry
opotiebeni a dalsi (kapitola 7.1 [7]). Velmi uspésné bylo AFM aplikovéano napiiklad
pro vyzkum hrubosti povrchii 1ékaiskych titanovych implantéatii, kde hrubost hraje
kritickou roli v jejich biokompatibilité (kapitola 7.1.1 [8]).

V nanotechnologickych  oborech je AFM povazovano za jeden
z nejdulezitéjSich nastrojd, jelikoz predstavuje Casto jedinou moznost, jak provést
dimensionalni, elektrické a magnetické méteni v oblastech fadu 10 nm s pozadovanou
presnosti (kapitola 7.2 [7]) Pfesnost AFM hraje vyznamnou roli naptiklad pfi studiu
kvantovych te¢ek (luminiscen¢nich nanocastic, kam patii i nami studované kifemikove
nanocastice), nebo ve studiu nanotrubicek a jim podobnych objektl (kapitola 7.2.1
[7]). AvSak AFM lze vyuzit 1 pfi dil€¢ich konstrukcich nékterych nanozatizeni, jako je
konstrukce vodicii, kontaktt, tranzistorli, nanotycek atd. (kapitola 7.2.3 [8]).

Velmi Siroké uplatnéni mad AFM dodnes také v biologii, kde je vyuZita
pfedevSim moZnost provadét AFM méfeni v Sirokém rozsahu prostiedi, napf.
v kapalném, coZ umoziuje méteni ve fyziologickych podminkach. Diky tomu je AFM
vyuzivano pii meéfeni a zobrazovani bakterii, méfeni mechanickych vlastnosti

lipidovych dvojvrstev, zobrazovani celych zivych bunék, ale i jejich vnitinich struktur

! Atomové rozliSeni je mozné pouZit jen v ptipadé extrémné ¢istych materiald a ve vakuu
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vcetné sledovani dynamickych jeva (kapitola 7.3 [7]). Tyto moznosti vedly naptiklad
proméfenim zdravych a nadorem napadenych bunék k prokdzani, Zze nddorem
napadené bunky maji oproti zdravym vyrazné snizenou tuhost. Velky pfinos ma AFM
také pti 1é¢bé nékterych typl rakoviny, kde slouzi AFM jako hlavni diagnosticky
nastroj (kapitola 7.3.4 [7]).

Prestoze se technika AFM uplatnila v tak Sirokém rozsahu, mé i sva omezeni.
Hlavnim faktorem omezujicim pouzitelnost je maximalni rozdil vysek povrchu vzorku
ve skenované oblasti, ten nesmi zpravidla piesahovat jednotky az nizsi desitky um
kvili omezenému rozsahu pohybu piezoelementu v ose z. Samotna velikost skenované
oblasti nemtZe piesahovat piiblizn€ 150x150 um ze stejného ditvodu. Pouziti AFM se
také stdva problematické, je-1i dulezita rychlost skenovani, nebot’ zmétit bézny AFM
sken trva n¢kolik minut, pfi vysSich rozliSenich a velikostech snimané oblasti az
desitky minut. Dal§im faktorem ovliviiujicim pouzitelnost a kvalitu zobrazovani je

vznik artefaktd, kterému se vénuje nasledujici oddil.

2.1.5 Vznik artefaktd

Jako artefakty jsou pii zobrazovani povrchi oznaCovany rozdily mezi
ziskanymi daty a skutenym povrchem vzorku. Tyto artefakty je nezbytné znat a
dokazat rozeznat pro spravnou interpretaci vysledkii méfeni a pro optimalizaci
zaddvanych parametrt. Artefakty lze rozde€lit do mnoha kategorii, napi. dle pticiny
jejich vzniku. Pro jejich nazornost jsou v nasledujicich odstavcich popsany artefakty
zpiisobené hrotem, mezi dalsi patii napiiklad artefakty zpiisobené elektronickym
Sumem, tepelnym Sumem, znec¢iSténim vzorku, nelinearitou piezoelementt, vibracemi
budovy, svételnou interferenci, pocitaovym zpracovanim obrazu, nastavenymi
parametry atd. Podrobny rozbor vSech téchto typl by dalece ptfesahoval rozsah

bakalarské prace, pro hlubsi popis 1ze nahlédnout do [3; 4; 8].

2.1.5.1 Artefakty zpusobené hrotem

Jakykoliv obraz ziskany metodou AFM je vlastn€ konvoluci geometrie hrotu a
geometrie povrchu vzorku. Je tedy ziejmé, Ze konkrétni tvar pouZzitého hrotu, a hlavné
jeho $picky, bude mit veliky vliv na kvalitu obrazu. V idedlnim piipadé by hrot byl
velice ostry a uzky - jednalo by se o konvoluci hrotu, reprezentovaného matematickou
delta funkci, a povrchu. Z této konvoluce by ndm vysel ptesny tvar povrchu bez

artefaktli s maximalnim rozliSenim. V redlném piipad¢ se vSak hrot jako cista delta
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funkce nechova, proto budeme tvar hrotu, i1 kdyz stale idealizované, charakterizovat
dvéma veli¢inami: polomérem hrotu R, neboli polomérem kiivosti vrcholu hrotu, a
uhlem hrotu a, ktery ziskdme jako thel mezi svislou osou hrotu a bo¢ni sténou jehlanu,
ktery tvoii hrot. Polomér hrotu R bude hrat vyznamnou roli naptiklad, bude-li vzorek
tvoten sférickymi ¢asticemi s polomérem r mensim, nez je polomér R. Tato situace je
znazornéna na Obr. 2.4. V tomto ptipad¢ bude vysledny obraz de facto obrazem hrotu
— zkoumana Castice v takovém piipadé piebird roli sondy. Zdanliva velikost Castice
bude vyrazné blize té skute¢né, bude-li uzit hrot s vyrazné¢ mensim polomérem. [3; 6]

) b)

Obr. 2.4 — Znazornéni vzniku artefaktu na sférické ¢astici
a) Polomér hrotu R srovnatelny s polomérem castice b) Polomér hrotu R vyrazné
mensi, neZ polomér ¢astice
1 — hrot; 2 — skute¢ny tvar vzorku; 3 — zdanlivy tvar vzorku

Na thlu a mize zaviset napiiklad nameéfend hloubka a tvar jam, ¢i dér
v méfeném vzorku, jak je zndzornéno na Obr. 2.5, na téchto obrazcich je vysledny
obraz jam znazornén ¢arkovanou Carou. V piipad¢ uzsiho hrotu, tedy mensiho uhlu «
odpovida naméfena hloubka jamy té skute¢né hloubce, v druhém ptipadé se jama jevi
mén¢ hluboka, v obou ptipadech bude nespravné znazornén tvar jam. Tento efekt bude
dale vyraznéjsi, pokud bude polomér hrotu srovnatelny se Sitkou jamy. [3; 6]

Artefakty mohou také vznikat poskozenim hrotu, nebo jeho znecisténim.
K poskozeni hrotu mtze dojit nevhodné zvolenymi méticimi parametry skenovani,
narazem do necistoty na vzorku, ale 1 béZnym opotiebenim hrotu. Tato poskozeni se
projevuji napf. rozostienim obrazu, zdvojenim obrazu, opakujicimi se vzory apod.

Znecisténim je chapano ulpéni Castic na vrcholu hrotu, kdy pfi méfeni necistota

prakticky nahrazuje méfici sondu. [3]
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Obr. 2.5 — Zdanlivé zmenSeni dér ve vzorku vlivem velikosti ihlu hrotu a
a) V pripadé mensiho uhlu hrotu
b) V pripadé vétsiho uhlu hrotu

Jedna z mnoha moznosti pro identifikaci artefaktl je porovnavani tzv. trace a

retrace stopy, jak je uvedeno v 2.1.2.
2.2 Mikro-spektroskopie

2.2.1 Obecny princip

Spektroskopie je obor fyziky studujici interakci elektromagnetického zafeni
s latkou. FElektromagnetické zafeni je po odrazu, absorpci, nebo emisi latkou
rozkladano  pomoci spektrometru na spektrum —  zavislost intenzity
elektromagnetického zafeni na vinové délce.

Mikro-spektroskopie je definovana jako spektroskopie zabyvajici se spektry
objektl, které maji rozméry v fddu mikrometrii azZ nanometrt. V této préci jsem se
zabyval pfevazné luminiscenci nanocastic.

Luminiscence je dle [9] definovana nasledovné:

., Luminiscenci pevnych latek rozumime prebytek elektromagnetického
(svételného) zareni, které latka vysila nad zdremim rovmovdaznym popsanym
Planckovym vyzarovacim zdkonem. Pritom jesté musi platit, Ze toto zareni ma dobu
dohasinani podstatné delsi, nezli je perioda svételnych oscilaci (107 — 10715 5).”
Tato definice vyzaduje, aby byla dané latce dodévana energie, a podle toho v jaké
podobé je tato energie dané luminiscence schopné latce doddvana se luminiscence déle
déli (napt. fotoluminiscence - excitace provedena fotonem, elektroluminiscence —

excitace provedena elektronem, chemiluminiscence — excitaéni energie pochazi
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z chemické reakce, apod...). V této praci se bude dale pod pojmem luminiscence
uvazovat pouze fotoluminiscence, ta vyuziva dodavanou energii v podob¢ fotont, tzv.
excita¢niho zareni (plati zde Stokestiv zakon - ten mimo jiné fiké, ze excitacni foton
ma vyssi energii nez foton emitovany). [9]

Samotny proces luminiscence nenastava okamzité po absorpci fotonu, ale trva urcitou
dobu, ktera je charakterizovana né¢kolika veli¢inami. Mezi tyto veliCiny patii vyse
zminéna doba dohasinani, to je doba, kterd uplyne mezi okamzikem vypnuti
excitatniho signalu a vymizenim luminiscen¢niho signalu. Tato doba se miize
pohybovat od femtosekund (tzv. fluorescence) az po desitky hodin (tzv.
fosforescence).

Princip luminiscence z hlediska energetickych stavii atomu, nebo molekuly
dané luminiscence schopné latky je zndzornén na tzv. Jablonského diagramu na Obr.
2.6. Absorpce prilétajiciho fotonu excitaéniho zafeni vybudi molekulu ze zakladniho
energetického stavu Sy na stav vyssi. Je-1i materidl vybuzen na vys$i vibraéni stav, nez
prvni excitovany S; projde nejprve vnitinim pfechodem praveé na nejnizsi hladinu
stavu S§; — pfi téchto pfechodech dochéazi ke ztraté energie, ktera neni vyzaiena
v podobé¢ fotonu, ale je pfeménéna na pohybovou energii ¢astic neboli teplo. Ze stavu
S1 mlze material ptejit ptimo do zakladniho stavu vyzarenim fotonu — v tomto ptipadé
hovotime o fluorescenci a doba mezi absorpci a vyzarenim je velmi kratka, v fadu

107 8s.

82 ————> za (casti fotonu
@ v~ bez Ucasti fotonu
S,

T

absorpce
emise
fluorescence

emise
fosforescence

S,

Obr. 2.6 - Jablonského diagram zobrazujici zakladni princip luminiscence z hlediska
energetickych stavii atomu, nebo molekuly luminiskujici latky
1 — vnitini piechod
2 — mezi-systémovy pi‘echod
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Druhou moznosti prechodu ze stavu S; je mezi-systémovy piechod napt. do tripletniho
stavu T;. Ze stavu T; se vSak systém muze dostat zpét do zakladniho stavu pouze
zakdzanym pfechodem za vyzareni fotonu. V tomto piipad¢ hovotime o fosforescenci.
Jelikoz zakézany prechod ma mnohem mensi pravdépodobnost je i jeho Cetnost
mnohonasobné nizsi a vysledkem je, Ze doba dohasinani fosforescence je od fadu

milisekund az do fadu hodin.

2.2.1.1 RozliSovaci schopnost mikroskopu

Zdroj luminiscenc¢niho zareni, ktery je rozmérové mensi, nez pouzitad vinova
délka se jevi v mikroskopu jako difrakéni obrazec koncentrickych tzv. Airyho
krouzkt. RozliSovaci schopnost standardniho optického mikroskopu je déna tzv.
Rayleighovym kritériem, to fikd, ze dva bodové objekty Ize povazovat za rozliSitelné,
pokud se difrakéni maximum (stfed) jednoho bodu piekryva s prvnim difrakénim
minimem druhého. Budeme-li uvazovat difrakci na kruhovém otvoru, lze tento

pozadavek vyjadrit vztahem [10]

A
Xmin = 0,61m (21)

kde A je vlnova délka pouzitého svétla, NA je numerickd apertura —
bezrozmérné Cislo charakterizujici rozsah thli v kterém muize objektiv ptijimat svétlo.

Rozlisovaci schopnost béznych optickych mikroskopt je zhruba v fadu stovek
nanometril, tedy by se mohl zdat, Ze chceme-1i zkoumat nanocastice, které mohou mit
rozméry 1 v fadu jednotek nanometrd, je pouZiti mikroskopu naprosto nevhodné.
Nicméné ukolem mikro-spektroskopie neni zkoumani velikosti objektil, nebo jejich
tvari, ale pouze ziskani elektromagnetického spektra pochazejici z jedné emitujici
nanocastice. Je tedy dostacujici, pokud jsou Castice dostatecn¢ daleko od sebe, aby
bylo mozné jejich elektromagnetické vyzatovani od sebe odliSit — tedy v tomto
kontextu lze vztah (2.1) chapat jako mezni kritérium pro minimalni vzdalenost dvou
emitujicich Castic.
Mezi dalsi pozadavky patii, aby nebyly v oblasti méfené nanocastice (€1 nanocastic)
zadné parazitni signdly, nebo luminiskujici ne€istoty jako prach, organické necistoty

apod.
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2.2.1.2 Sumy

Obraz vzorku i emisni spektrum je snimano dusikem chlazenou CCD kamerou
Princeton Instruments Model 7509-0001, kde CCD (z angl. charge-coupled device)
znadi Cip pro snimani obrazu. Na tuto kameru je luminiscencni signal veden skrze
monochromator Acton SP-2300i rovnéz od firmy Princeton Instruments.

Dopadajici fotony ze vzorku generuji pomoci fotoefektu elektrony na
jednotlivych pixelech ¢ipu kamery. Jednotlivé pixely jsou tvofeny polovodicem, ktery
tvoti potencidlovou jdmu a ta dokaze generovany naboj uchovat. Nasledné jsou naboje
pfesouvany pres jednotlivé pixely k okraji CCD ¢ipu, kde jsou poté vycitany a
pirevedeny na elektricky signal. Tento signal je poté elektronicky zpracovan na
vystupni data.

Stejn¢ jako kazdy jiny zplsob snimdni obrazu je i snimani obrazu CCD
kamerou zatizeno $umem. Sum je v kontextu této prace oznadeni pro data, ktera
nenesou informaci o méfeném vzorku, ale jsou soucasti surového obrazu ziskané¢ho
z CCD kamery. Zaroven je Sum limitujicim faktorem pro citlivost kamery a pomé&r
signal/Sum urcuje kvalitu ziskaného obrazu. Celkovy Sum kamery se sklada predevs§im
z tzv. tepelného Sumu, ¢teciho Sumu a fotonového Sumu.

Tepelny Sum vznikd uvolnénim elektrontt z atomit CCD senzoru vlivem
tepelnych vibraci a zavisi tak vyrazné na teploté senzoru a délce expozice. K uvolnéni
téchto elektronii dochazi bez vlivu dopadajiciho svétla, ale pfesto jsou pficteny
k vyslednému signalu. Cteci Sum je zpisoben nedokonalosti piistroje, vznika
predevSim pfi pfevadéni elektront na signal. Fotonovy Sum je zplisoben ndhodnym
rozprostfenim fotoni dopadajicich na senzor a je tak nedilnou soucasti kazdého
svételného zateni.

Fotonovy Sum nelze odstranit, ani vyznamné potlacit, ¢teci Sum lze vyrazné
sniZit sniZenim rychlosti vycitani signalu. Tepelny Sum lze vyrazné sniZit chlazenim
CCD senzoru kapalnym dusikem (az na teplotu —108 °C). Pravé potlaceni tepelného
Sumu se zachovanim potfebné doby expozice (pro potieby této prace aZz 10 minut) je
hlavnim diivodem k pouziti chlazeni kamery. Pro dalsi potlaceni tepelného Sumu je po
méfeni mozné ze ziskaného surového obrazu odecist tzv. temny snimek. Temny
snimek je obraz potfizeny CCD senzorem pii zaviené zavérce, je vSak nutné dodrzet
pfi jeho ziskani stejnou dobu expozice i teplotu senzoru, jaké byly pouZity pfi ziskani

surového obrazu. [11; 12]
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Mezi dal$i zdroje Sumu patii vystielovy Sum (nebo také Schottkyho Sum),
kmitavy Sum (neboli 1/f Sum) a né€kolik dalsich. Tyto zdroje Sumu vSak nejsou hlavnim

divodem chlazeni CCD kamery a jejich popis piesahuje ramec této prace.

2.2.2 Prakticke aplikace

Mikro-spektroskopie nachazi vyuziti v fadé oborii, hlavnim divodem pro jeji
vyuziti je velmi vysoka citlivost a selektivita, kterou je mozné diky modernimu vyvoji
pfistroji aplikovat i v kazdodennim rutinnim méfeni. Dal§i nespornou vyhodou je
moznost aplikovat tuto metodu nedestruktivnim a neinvazivnim zptsobem. [13]

V biologii se mikro-spektroskopie uplatiiuje zejména pro jeji minimalni
naruseni Zivého vzorku, jako jsou buiky. Objevuje se tedy proto i ve védeckych
pracich zabyvajicich se vyzkumem rakoviny, sklerozy a jinych. [14] Dale pfi studiu
vyvoje kosti, nebo proteinovych a lipidovych struktur, studium vlivu povrchové
aktivnich latek na lidské vlasy a mnoho dalsiho. [14] Pfimo na KCHFO MFF UK bylo
mikro-spektroskopie vyuzito napiiklad pfi  vyzkumu pouziti kiemikovych
nanokrystalll a nanodiamantti jako fluorescen¢nich znacek pro biologii. [15]

V geologii se mikro-spektroskopie vyuziva pii studiu luminiscence minerald,
pro odhaleni luminiscenénich mechanismi, elektronové struktury, pro odhalovani
tepelné a radiacni historie hornin, nebo pro identifikaci jejich specifickych necistot.
[16]

Mikro-spektroskopie zacind diky modernimu vyvoji pfistroji nachazet
uplatnéni i1 v potravinaiské védé, kde se zacina vyuZzivat jako detekéni nastroj mnoha

latek, nebo znecisténi. [13]
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3 Korelace AFM a mikro-spektroskopie

V dob¢ zadani této bakalarské prace nebyl zndm zadny publikovany pokus o
korelaci AFM a mikro-spektroskopie zaméienou na korelaci jedné nanocastice mérené
jak AFM tak mikro-spektroskopii. Pfitom praveé spojenim obou metod by bylo mozné
upiesnit nejistoty nutné vyplivajici z nemoznosti pfifadit emisni spektrum nanocastice
jejimu konkrétnimu tvaru. Pfi vyvinuti efektivni a reprodukovatelné metody korelace
by bylo mozné naptiklad zptesnit zavislost podoby emisniho spektra na velikosti a
tvaru nanocastic a zptesnit tak poznatky o procesu luminiscence. Pokud by se podaftilo
spojit tuto metodu korelace s manipulaci nanocasticemi pomoci AFM, bylo by také
mozné proméfit jaky vliv ma vzajemnd vzdalenost dvou a vice nanocastic na jejich
emisni spektrum.

Béhem procesu vypracovani postupu korelace bude také nezbytné zjistit
vhodnost pouziti podlozek bézné pouzivanych pro AFM na kvalitu optického signélu
métfeného pomoci mikro-spektroskopie. Hlavni obava o vhodnosti pouziti plyne
z vlastniho luminiscen¢niho zatreni podlozek.

Déle bude v pribéhu vypracovani korelacniho postupu nezbytné promeétit
vzajemné orientace obrazi kamer AFM a monochromatoru a jejich méfitka pro rizné
objektivy. Tyto poznatky by mohly byt také vyuzity pii dalSim vyzkumu nanocastic
na pouzité soustave pristroju.

Jako nanocastice jsou v prib&éhu méfeni pouzivany kifemikové nanokrystaly.

3.1 Pouzité pristroje a jejich usporadani

Zakladni ¢asti méfici soustavy pro korelaci mikro-spektroskopie a AFM je
opticky inverzni mikroskop Olympus IX73 v provedeni One Deck. Mezi zdroj svétla
mikroskopu a drzak vzorku je umisténa AFM hlava, kterd ma ve stiedni ¢asti opticky
pruchodnou oblast, na jejiz spodni stran¢ se nachazi drzék nosniku AFM. Tento drzak
je vyroben z opticky cistého kiemenného skla a jeho spodni a vrchni sténa jsou
vylestény tak, aby jim mohl projit svazek AFM laseru a svétlo ze zdroje osvétleni
mikroskopu. Pokud je vzorek transparentni tak svétlo ze zdroje osvétleni mikroskopu
projde skrz néj a je tak moZné mikroskop pouZivat jako standardni inverzni mikroskop.

Paprsek svétla ze zdroje po prichodu objektivem dopadé na sadu ¢ocek, nastavitelnych
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zrcatek a filtrovou kostku? uvnité téla mikroskopu. Vhodnym nastavenim t&chto
elementl muzeme urcit, jakym pfistrojem bude paprsek nasledné zpracovan. Na
pravém portu mikroskopu je umisténa CCD kamera JUnicam, jeji vystup je napojen
na stejny pocitac, na ktery je napojeno fizeni a vystup AFM a je tedy mozné jeji obraz
zobrazit v softwaru JPK NanoWizard Control, tato kamera slouzi pro AFM méfeni a
pozorovani hrotu a méfené oblasti vzorku. Dal§i moznosti pro pozorovani vzorku je,
po pfesmérovani signalu, okuldr samotného inverzniho mikroskopu, coz je uzitecné
zejména pii hledani vhodné pozice vzorku. Tieti moznosti pro zpracovani svételného
obrazu je vedeni signalu do levého portu a skrze monochromator Acton SpectraPro
SP-2300 od spolecnosti Princeton Instruments do dusikem chlazené CCD kamery
Princeton Instruments Model 7509-0001. Uspotadani téchto pfistrojii a celé méfici

soustavy je schematicky zndzornéno na Obr. 3.1.

zdroj
svétla

i e &
- e L@ CCD1
’_monochromatorie. - |- - }’<
CCD2 1A i i
télo inverzniho
svételny paprsek mikroskopu
rrrrrrrrr > laserovy paprsek RS
----> luminiscencni paprsek

Obr. 3.1 — Schematické znazornéni usporadani mérici soustavy;
1 — drzak hrotu AFM z kifemenného skla; 2 — vzorek; 3 — drzak vzorku;
4 — objektiv v mikroskopu; 5 — okular inverzniho mikroskopu
Pozn. jednotlivé vystupni porty télem mikroskopu jsou jen schematicky naznaceny
Zlutou barvou oznacujici pruchod svételného paprsku. Laser znazornény v levé ¢asti obrazku je
budici laser, detek¢éni laser AFM neni na obrazku pro prehlednost znazornén — je souéasti AFM
hlavy.

2 Filtrova kostka je opticky prvek sestavajici z az dvou optickych filtrii a dichroického zrcadla.
Jejiucel zde je umoznit excitaénimu laserovému svazku dopad na vzorek a zaroven odfiltrovani vinové

délky excitacniho laseru ze svazku svétla dopadajiciho na CCD kameru.
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Svazek AFM detekéniho laseru prochézi kiemennym drzakem AFM nosniku a
po odrazu od vrchni ¢asti nosniku dopadé na detektor umistény v AFM hlavé. Tento
detektor zaznamenava polohu AFM nosniku pomoci odrazené¢ho laserového svazku.
Cast svazku detekéniho laseru prochazi zbylou &ésti aparatury spolu s osvétlenim
mikroskopu. Je-li vystup méfici soustavy nastaven na kameru JUnicam (nebo okulér
mikroskopu), projevuje se cast svazku detekéniho laseru, jako svétlejsi oblast na
zabéru kamery viz Obr. 3.14b na str. 43. Pokud by vsak byl vystup méfici soustavy
nastaven na CCD kameru monochromatoru, zatimco by detek¢ni laser AFM zustal
zapnuty, pusobil by tento laser jako silny paraziticky signal a znehodnocoval by mikro-
spektroskopické meéfeni — ztohoto divodu je zapotiebi bcéhem mikro-
spektroskopického méfeni zajistit, aby byl AFM detekéni laser vypnuty. Obdobné je
zapotiebi zajistit b&hem mikro-spektroskopického meéfeni vypnuti osvétleni
mikroskopu a vypnuti osvétleni laboratote.

Jelikoz se nosnik AFM nachazi ptimo na spodni stén¢ kiemenného drzaku, je
mozné vhodnym nastavenim hrot umistit do cesty optického paprsku a tim ho zobrazit
jako stin na libovolné CCD kamete, nebo v okularu mikroskopu. Tato procedura je
nezbytna pro uréeni snimané oblasti vzorku metodou AFM a je mozné hrot béhem
tohoto méfeni sledovat.

Budici laser o vlnové délce 355 nm slouzici k excitaci vzorku (jedna se o jiny
laser, nez je detekéni laser AFM) je veden skrze zadni port mikroskopu a skrze
objektiv aZz na vzorek. Tim je pfislusnd cast vzorku excitovana a vybuzena
luminiscence je dale vedena pfes filtrovou kostku. Filtrova kostka propousti excita¢ni
zafeni na vzorek, ale nepropusti ho, diky dichroickému zrcadlu, dale na
monochromator Acton SpectraPro SP-2300 a CCD kameru Princeton Instruments
Model 7509-0001. Na uvedenou CCD kameru je filtrovou kostkou propusténa
vybuzend luminiscence.

Monochromator je vyuzit v tzv. Czernyho-Turnerové usporadani. Schéma
monochromatru je znazornéno na Obr. 3.2 (jedna se o detailni popis monochromatoru
s CCD kamerou z Obr. 3.1). Velmi dileZitym prvkem tohoto monochromatoru je tzv.
turret — jedna se o oto¢nou hlavici, ktera mé na dvou sténach umistény disperzni prvky
s riznymi vlastnostmi (napf. dvé difrakéni mftizky, kazdd s jinou mfiZkovou

konstantou) a na jedné stén€ ma rovinné zrcadlo.
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Obr. 3.2 — Schéma métici soustavy pro mikro-spektroskopii. Prvky 1, 2 a 3 jsou soucasti
inverzniho mikroskopu.
1 — vzorek s moZnosti osvétleni; 2 — objektiv mikroskopu; 3 — rovinna zrcadla;
4 — vstupni Stérbina; 5 — sféricka zrcadla; 6 — otocny turret s disperznimi prvky a
zrcadlem; 7 — CCD kamera; 8 — Chlazeni kamery

Spektroskopické méfeni probiha nasledovné (viz Obr. 3.3)

A) Otocny turret (na Obr. 3.2, element 6), je natoCen tak, aby v optické cesté stalo jeho
rovinné zrcadlo. Tim je zafizeni uvedeno do rezimu snimdni obrazu a de facto
nepracuje jako monochromator (v tomto reZimu miize byt pii spojeni s AFM detekéni
AFM laser zapnuty). Vzorek je nasvétlen a vstupni Stérbina, kterd v dal§im kroku
slouzi k zamezeni signalu z neméfenych oblasti, je plné oteviena, tak na CCD kameie
na vystupni §térbin¢ vznika mikroskopicky opticky obraz vzorku. Pohybem vzorku se
hledd vhodna oblast. Nami studované nanocéstice se na obrazu pfi transmisnim
osvétleni lampou mikroskopu jevi jen jako malé Cerné, mirn€ rozmazané tecky, jelikoz
jsou pod rozliSovaci schopnosti mikroskopu. Hled4 se takova pozice, aby nanokrystaly
nebyly pfili§ nahusténé a nebylo tam mnoho viditelnych agregatli a zaroven se zde
nenachdazeli Zadné necistoty, napiiklad prachova vldkna.

B) Vzhledem ktomu, Ze nasim cilem je sledovat luminiscenci pochézejici od
jednotlivych nanocéstic, je tfeba omezit obraz vzorku vstupni $térbinou (viz element
4 na Obr. 3.2), kterd se nachéazi pfed monochromatorem. Takto zajistime, pokud jsou
vzorky dostatecné nafedéné, Ze v kazd¢ lateralni roviné detektoru se nachézi idedlné
pravé jeden luminiscencni zdroj. Po nalezeni vhodného mista vzorku vypneme
pomocné osvétleni mikroskopu a zapneme excitacni zdroj, v naSem piipadé se jednd o
laser 355 nm. Zajistime, Ze pfed monochromatorem je vhodna sada filtrti, tak aby

excitacni vlnova délka neprochazela do detekéni €asti a prochéazely jen fotony, které
20



nas zajimaji, tj. luminiscence z ndmi studovanych nanoc¢astic. Nanokrystaly se nyni na
kamefte jevi, jako bodové zdroje svétla o velikosti alespont jednoho pixelu. Pokud je
potieba tak je nyni mozné doladit pozici vzorku tak, aby se ve sméru kolmém na
Stérbinu nenachdzely dvé Castice na stejném fadku a nedochéazelo v dalsim meéficim

kroku k miseni jejich signald. To je také hlavni diivod pouziti vstupni $térbiny.
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Obr. 3.3 — Pribéh méreni spektra jednotlivych Si nanokrystali v pravidelné ¢tvercové miiZce.
Aparatura pouZzita k zachyceni téchto obrazu je odliSna od aparatury pouZiti pro méreni v této
praci. (a) Zaosti'eni struktur v odraZeném svétle, Stérbina je oteviena, na turretu pouzito
zrcadlo, snimame reflexni obraz, excita¢ni laser je vypnuty, osvétleni mikroskopu je zapnuté (b)
luminiscenéni obraz pri excitaci UV-laserem, osvétleni mikroskopu je vypnuté, Stérbina je
oteviena, na turretu pouzito zrcadlo (c) spektralni obraz, Stérbina je zaviena, aby doslo
k vymezeni jen dvou luminiscenénich zdroji (na obr. b je Stérbina pouze vyznacena teckované)
na turretu pouzita difrakéni m¥izka. Spektralni obraz je nasledné zpracovan do podoby
emisniho spektra (zavislost intenzity zafeni na vinové délce — viz graf vlevo nahote) se¢tenim
vSech radku, které obsahuji informaci o emisi jednoho zdroje. Prevzato z [9].

C) Turret (Obr. 3.2, element 6) se natoCi tak, aby v optické cesté byl jeho disperzni
prvek. V tomto rezimu se luminiscen¢ni stopa rozmitne do podoby spektralni stopy ve
sméru kolmém na $térbinu (v tomto rezimu musi byt zajiSténo, ze AFM laser je

vypnuty). Je-li turret ve stabilni poloze, je v tomto reZimu mozné kalibrovat CCD

kameru — kazdy sloupec jejich CCD senzorti nyni piislusi urc¢ité vinové délce svétla.
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D) Spektralni stopa se softwarové zpracuje do podoby grafické zavislosti intenzity
zafeni na vlnové délce, tedy emisniho spektra, pochdzejici idedln¢ od jedné

nanocastice.
3.2 Synchronizace obrazi

3.2.1 Oirientace

Vlivem rozdilnych optickych cest a umisténi kamer na riznych portech
mikroskopu jsou obrazy z CCD kamery monochromatoru a kamery JUnicam
nesouhlasné orientovany, maji riznd zvétSeni a zobrazuji rizné velké oblasti. Stejné
tak orientace AFM zobrazovani v fidicim softwaru JPK NanoWizard Control je na
obrazovce fidiciho pocitace orientovdna naprosto nezavisle na zminénych kameréch.
Tento fakt ztézuje predevsim vybér oblasti pro AFM skenovani v ramci obrazti kamer.
Z tohoto divodu bylo mym prvnim krokem jednoznacné urceni vzajemné orientace
obrazi kamer a AFM za tcelem vytvoreni jednoduchého navodu na synchronizaci
zafizeni a urceni shodné oblasti AFM a mikro-spektroskopie pro dalsi méfeni.

Do drzédku vzorkl inverzniho mikroskopu jsem umistil Cisté standartni
podlozni sklicko pro mikroskopii, jako nosnik AFM jsem pouzil nosnik Acta od
vyrobce APPNano. Objektiv inverzniho mikroskopu jsem pouzil Olympus UPLFLN
10X2 (dale oznacovan jako ,objektiv 10x*) se zvétSenim 10krat, numerickou
aperturou 0,3 a pracovni vzdalenosti 10 mm. [17]

V programu AFM JPK NanoWizard Control jsem ovladal AFM kameru
JUnicam, v témze programu v okné¢ Data viewer — Height (measured) jsem ovladal
pohyb AFM nosniku a vybiral skenovanou oblast. Okno Data viewer pti AFM métent
mimo jiné zobrazuje vysledky méfeni, tedy vySku povrchu vzorku ve zvolené oblasti.
Nosnik jsem pfibliZil k povrchu podloZzniho skla, ale ne na vzdéalenost mensi, nez 500
um, aby nosnik byl v zaostfené vzdalenosti obou kamer, ale zaroven aby nedoslo
k opotfebeni hrotu nosniku ani v pfipad¢, Ze by podlozni sklo obsahovalo necistoty a
zajistil jsem, Ze se nebudou dotykat. Pro ucely zjiSténi orientace obrazi jsem v tomto
okn¢ ndhodn¢ vybral oblast o rozmérech 100x100 pm a to v takové pozici, aby hrot

byl dobie viditelny na obou kamerach, viz Obr. 3.4.
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Obr. 3.4 — Hrot Acta zobrazeny na kamerach pri pouZiti objektivu 10x
a) Zobrazeni na kameie monochromatoru
b) Zobrazeni na kameie JUnicam AFM
Tmavy stin u nosniku (na obr. a) nahote, na obr. b) vlevo) je tzv. ¢ip — drzak
nosniku o velikosti 3,4 x 1,6 mm, nosnik je umistén na kratsi hrané ¢ipu.

Hrot jsem nejprve umistil do stfedu této oblasti, objektiv jsem zaostfil tak, aby
byl hrot dobfe viditelny na obou kamerach a poftidil jsem fotografie ptes kameru
JUnicam a zaroven pfes kameru monochromatoru (Obr. 3.4). Poté jsem hrot pfemistil
do levého horniho rohu vybrané skenované oblasti a v obou kamerach vyfotografoval,
nakonec jsem hrot pfemistil do pravého horniho rohu a opét vyfotografoval. Protoze
b&hem pohybu nosniku zlstavaly kamery staticky zaméfeny na jedno misto vzorku,
mohl jsem ziskané snimky pfelozit pfes sebe v programu Corel Draw X8 a urcit
priblizny rozsah skenované oblasti zpohledu kamery JUnicam 1 kamery
monochromatoru a pfedevsim urcit jejich vzajemnou orientaci. Skute¢nou pozici hrotu
na nosniku jsem musel odhadnout z listu technické specifikace hrotu Acta [18], ktery
obsahuje pohled na nosnik z boku (viz Obr. 3.5), jelikoZ kamera monochromatoru a
kamera JUnicam sice zobrazuji nosnik zdola, ale vlastni hrot na nosniku na nich neni

viditelny”.

Side View

Obr. 3.5 — Bo¢ni pohled na nosnik Acta [18]

3 Rovina zaostfeni nemize zaroveh obsahovat hrany nosniku a hrot, navic je hrot velmi maly

a na kamefe pii pohledu zdola velmi tézko rozeznatelny i pfi zaostfeni na hrot.
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Vysledkem tohoto méfeni bylo zjiSténi vzajemné orientace okna pro
zobrazovani AFM, kamery JUnicam a kamery monochromatoru. Ukézalo se, ze
kamera monochromatoru a okno pro AFM méfeni maji shodnou orientaci, zatimco
kamera JUnicam je vic¢i kamefe monochromdtoru otoena o 90° proti sméru
hodinovych rucicek. Tento vysledek je zobrazen na Obr. 3.6, ktery miize slouzit jako
pomocny navod pro dal§i méfeni, ztoho divodu jsem provedeni zvolil velmi
jednoduché a orientaci jsem zvyraznil pouzitim barevnych Sipek. Sipky shodnych
barev na téchto obrazcich vzdy odpovidaji stejnému skutecného sméru pohybu
nosniku. Z hlediska okna AFM méfeni 1ze pomoci téchto Sipek zndzornit také orientaci
tzv. trace a retrace stopy (viz 2.1.2), rychlého skenu a pomalého skenu jak je
znazornéno na Obr. 3.6 a)*. Smér rychlého skenu je smér, ve kterém se AFM hrot
pohybuje rychleji, v tomto sméru se zaznamendva trace a retrace stopa a lze hovofit o
méfeni v jednom fadku. Ve sméru pomalého skenu se hrot AFM pohne o jeden krok
az po prométeni fadku. V okné AFM méfeni je pocatek méteni v levém dolnim rohu
vybrané skenované oblasti, z pohledu kamer je to vzdy tam, kde je umistén hrot na

zacatku mérenti.

4 Tuto orientaci je mozno zménit nastavenim uhlu skenu. V rdmci celé prace je tento uhel
ponechan na hodnoté 0, tedy veskeré meteni odpovida zde uvedené orientaci.
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Obr. 3.6 — Vysledek urceni vzajemné orientace s vyznacenymi orienta¢nimi Sipkami.
Sipky na kaZdém obrazku odpovidaji shodnému skuteénému sméru posunuti nosniku.

a) znazornéni vzajemné orientace: AFM — okno pro méreni AFM; Mono — CCD kamera
monochromatoru; Junicam — CCD kamera AFM

b) snimek kamery JUnicam

¢) snimek kamery monochromatoru

d) okno pro méieni programu JPG NanoWizard Control s prikladem vysledku méreni
ki‘emikovych nanokrystalu

3.2.2 Méfritko

V této Casti méteni bylo zapotiebi kalibrovat kameru JUnicam a CCD kameru
monochromatoru Princeton Instruments Model 7509-0001, aby bylo urceno, jaké
skutecné velikosti odpovida 1 pixel, na kazdé kamete. Tento postup je nezbytny, aby
bylo moZzné z fotografii urcCit skute¢né vzdalenosti v dalSich ¢astech méteni.

Pro tyto UcCely jsem do drzdku vzorku umistil sklicko s miizkou R1L3S3P od
spole¢nosti ThorLabs. Parametry tohoto sklicka odpovidaly béznym podloznim sklim
pro mikroskopii (rozméry 76 x 26 mm) a na ném byly naneseny 4 kalibracni miizky o
rozte¢ich 10, 50, 100 a 500 um.

Kameru spektroskopu 1 kameru JUnicam jsem postupné kalibroval pro dva
ruzné objektivy znacky Olympus, objektiv UPLFLN 10X2 (déale oznacovan jako

,objektiv 10x*) se zvétSenim 10krat, numerickou aperturou 0,3 a pracovni vzdalenosti
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10 mm a objektiv LUCPLFLN 60X (dale oznaCovan jako ,objektiv 60x*) se
zvétSenim 60krat, numerickou aperturou 0,7 a pracovni vzdalenosti 1,5 — 2,2 mm.
[17]

Pro objektiv 10x jsem jako nejvhodnéj$i mtizku pro kalibraci zvolil s rozteci
50 pm, pro objektiv 60x s rozte¢i 10 um. Mtizky jsem volil tak, aby se na fotografii
nachdzelo co nejvice poli miizky pro zpiesnéni vypoctii, ale zaroven aby byla
jednotliva pole dobfe rozeznatelnd a zpracovatelna bézné dostupnym softwarem.

Zvolené miizky jsem ptes dané objektivy vyfotografoval — kamerou JUnicam
pomoci AFM ovladaciho programu JPK NanoWizard Control (ukladdal ve forméatu
PNG), kamerou spektroskopu pomoci programu pro tizeni spektroskopu WinSpec/32
v.2.5.12.2 (ukladal ve formatu TIF). Fotografie mfizek pouZzité pro toto méteni jsou
zobrazeny na Obr. 3.7.

a) b)

d)

Obr. 3.7 — Fotografie kalibra¢nich mrizZek pouzitych pro délkovou kalibraci kamer.
a) MiiZka s rozte¢i 50 pm, kamera JUnicam, objektiv 10x
b) Miizka s rozte¢i 10 pm, kamera JUnicam, objektiv 60x
¢) Miizka s rozteci 50 pm, kamera monochromatoru, objektiv 10x
d) M¥izka s rozte¢i 10 pm, kamera monochromatoru, objektiv 60x

Fotografie miizek jsem nasledné oteviel v programu Gimp v. 2.10.4, kde jsem

nastrojem meéridlo zméfil pocet pixeli n na fotografii mezi dvéma zvolenymi body.
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Body jsem zvolil tak, aby se co nejvice snizila statisticka chyba, tedy aby bylo méteno
pres co nejvice poli miizky. Zaroven jsem body volil tak, aby méteni bylo efektivni,
tedy za body jsem volil stiedy prasecika ¢ar miizky, tak, aby vzdy byly oba soucasti
jedné ¢ary. Nasledn¢€ jsem pomoci poctu poli kalibra¢ni mtizky mezi zvolenymi body
urcil skute¢nou vzajemnou vzdalenost [ v mikrometrech. Postup jsem opakoval na jiné
dvojici bodu o stejné vzdalenosti [, aby bylo mozné vysledky statisticky zpracovat a
urCit nepfesnost meétfeni. Naméiené pocty pixeli jsou uvedeny v Tabulka 3.1,

v Tabulka 3.2 je uvedeno statistické zpracovani téchto vysledkd.

Rozte¢ | Pocet
Kamera Objektiv | miizky | poli n
[um] | mfizky
641 | 640 | 643 | 642 | 637 | 640 | 640 | 638 | 642
JUnicam 10x 50 6
642 | 645 | 642 | 642 | 641 | 646 | 643 | 642 | 645
618 | 618 | 619 | 625 | 614 | 620 | 616 | 621 | 614
JUnicam 60x 10 5
619 | 623 | 615 | 611 | 614
CCD 670 | 671 | 671 | 669 | 670 | 671 | 672 | 670 | 670
10x 50 27
monochromatoru 671 | 671 | 671 | 670 | 671 | 671
CCD 656 | 657 | 658 | 659 | 657 | 655 | 658 | 658 | 657
60x 10 23
monochromatoru 656 | 655 | 658 | 658

Tabulka 3.1 — Vysledky méieni poctu pixeli mezi dvéma body kalibra¢ni mrizky;
n — naméiené hodnoty poctu pixelu
KaZzdé naméreni hodnoté n odpovida jina dvojice bodu kalibra¢ni mrizky, vidy o
stejném poctu poli kalibraéni mi‘iZky mezi nimi.

Tyto vysledky jsem statisticky zpracoval dle [19], abych mohl ur€it neptesnost
provedeného méteni.

Nejprve jsem vypocetl primérnou hodnotu poctu pixeli n pro kazdou
kombinaci kamery a objektivu. Nasledné jsem spocetl smérodatnou odchylku jednoho
meteni s dle vztahu

N n

s = |2 " (3.1)

kde N je pocet méfeni poctu pixelii pro danou kameru a objektiv, n; je i-ta

naméfend hodnota poctu pixell. Z hodnoty s jsem ur¢il smérodatnou odchylku

aritmetického priméru s; vztahem
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Si = v (3.2)

Naésledné jsem urcil neptesnost kalibracnich miizek An jako polovinu tloustky
¢ary kazdé mrizky. Tloust’ku Car v pixelech jsem méfil opet v programu Gimp pomoci
nastroje meridlo.

Z uvedenych vypoctl jsem nasledné mohl stanovit nepfesnost méteni poctu

pixeldl mezi zvolenymi body jako celkovou mezni stfedni nejistotu uz g+ dle vztahu

Umsti = \/(357—1)2 + (An)2. (3.3)

Vysledky téchto vypoctl jsou uvedeny v Tabulka 3.2.

Roztec
. . v _ uﬁ,stf
Kamera Objektiv | mfizky | [ [um] n s Sz | An
P =
[nm]
JUnicam 10x 50 300 | 641,72 | 2,30 | 0,54 7 7,19
JUnicam 60x 10 50 617,64 | 3,89 | 1,04 | 20 20,24
CCD
10x 50 1350 | 670,60 | 0,74 | 0,19 | 2,5 2,56
monochromatoru
CCD
60x 10 230 | 657,08 | 1,26 | 0,35 | 4,5 4,62
monochromatoru

Tabulka 3.2 — Statistické zpracovani poc¢tu pixeli mezi dvéma body.
l — skute¢na vzdalenost dvou bodu; 71 aritmeticky primér poctu pixelu;
s — smérodatna odchylka jednoho méieni, s; — smérodatna odchylka aritmetického
priméru; An — nepresnost kalibracni miizky; uj g — celkova mezni stiedni nejistota poctu
pixeld

Z vysledkti méfeni poctu pixelli mezi dvéma zvolenymi body kalibracnich
miizek bylo poté mozné urcit skutecnou vzdalenost odpovidajici jednomu pixelu [;

vztahem

(3.4)

Si| e~

Nepiesnost urceni této vzdalenosti byla vypoctena vztahem (3.5) odvozenym

ze vztahu pro nepiesnost nepiimého mefeni
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Vysledky téchto vypocti, veetné relativni nejistoty —, uvadi Tabulka 3.3.

ull
L

u
Kamera / objektiv I, [nm] w, [nm] l—ll %]
1
JUnicam / 10x 467,5 5,2 1,1
JUnicam / 60x 81,0 2,7 3,3
CCD monochr. /
2013,1 7,7 0,4
10x
CCD monochr. /
350,0 2,5 0,7
60x

Tabulka 3.3 — Vysledky vypocti skute¢né délky I, odpovidajici jednomu pixelu na
fotografii. u; znaci nepfesnost méfeni 1y, u; /1, znadi tzv. relativni nejistotu.

3.2.3 Sitka Stérbiny

Pfi méteni luminiscencnich spekter spektrometrem, jak je zminéno v odstavci
3.1, se s vyhodou pouziva zastinéni ¢asti luminiscenéniho obrazu Stérbinou - do cesty
optického paprsku se zasune Stérbina v tubusu, ktery se nachdzi mezi télem
mikroskopu a spektrometrem a tim se vyrazné zUzi oblast vzorku, z které se méfi
spektralni signal. JelikoZ §térbina je umisténa v cesté paprsku az za objektivem, zalezi
na pouzitém objektivu, jak velika ¢ast vzorku bude méfena. Bylo proto zapotiebi pro
kazdy z pouzivanych objektivl urcit velikost §térbinou vymezené oblasti, aby tento
udaj byl pfi korelaci AFM a spektroskopie jiZ zndmy.

Stérbina ovliviiuje pouze obraz na CCD kamefe monochromatoru a tuto
kameru jsem v pfedeslé kapitole kalibroval. Pro urceni velikosti vymezené oblasti tedy
stacilo Sté€rbinu vyfotografovat CCD kamerou a zméfit velikost oblasti v pixelech pro
kazdy z objektivll a dle znamych ptfevodnich vztahl prevést na redlnou vzdalenost.
Pocet pixell jsem zméfil programem Gimp a zpracoval statisticky, nebot’ se jednalo o
piimé méteni [19]. Pouzité fotografie jsou na Obr. 3.8, vysledky méfeni jsou uvedeny

v Tabulka 3.4.
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b)

d)

Obr. 3.8 — Snimky $térbiny z CCD kamery monochromatoru. Fotografie bez $térbiny
jsou urceny pro ilustraci zvétSeni.
a) bez Stérbiny, objektiv 10x; b) se §térbinou, objektiv 10x;
¢) bez $térbiny, objektiv 60x — na tomto obrazku je dobi‘e rozeznatelny hrot jako tmavsi
oblast spodni ¢asti nosniku; d) se $térbinou, objektiv 60x;

objektiv Ng
10x 16 | 17 | 19 | 15 | 17 | 17 | 16 | 16 | 17

60x 17 19 19 17 18 19 20 19 17
Tabulka 3.4 — Naméiené hodnoty $iiky Stérbiny v poctech pixeli n, fotografie

Vysledky jsem statisticky zpracoval dle [19] a pouzil vztahy (3.1), (3.2), (3.3),
(3.4) a (3.5). Vysledky tohoto zpracovani jsou uvedeny v Tabulka 3.5.



Lt — Uns,sti
objektiv| mng Ang | Sns S5 | p a1

10x 16,7 | 0,5 1,1 0,4 1,2
60x 183 | 0,5 1,1 0,4 1,2
Tabulka 3.5 — Statistické zpracovani namérenych hodnot $ii'ky Stérbiny v pixelech.
n; — prumérna hodnota poctu pixelii; Ang; — nepiresnost méieni programu Gimp; s, —
smérodatna odchylka jednoho méfeni; sz — smérodatna odchylka aritmetického priméru;
Uzs s — celkova mezni stifedni nejistota

Ze znamého poctu pixell mezi okraji Stérbiny na fotografii ng a skutené
vzdalenosti odpovidajici jednomu pixelu [; jsem urcil vzdalenost [, kterou vymezuje

Stérbina na vzorku vztahem

Iy = ngl,. (3.6)

Nepiesnost tohoto vypoctu jsem uréil vztahem odvozenym z vypoctu chyby

nepfimého méfeni [19]

Ui = \/(nsullpx)z + (llpxuns)zr (3.7)

kde vzdalenost odpovidajici jednomu pixelu pro CCD kameru monochrométoru a
objektiv 10x je [; = (2013 + 8) nm, pro objektiv 60x je [; = (350,0 + 2,5) nm. Po
dosazeni do téchto vztahli dostavame §itku Stérbinou vymezené oblasti pro objektiv
10x

[, = (33,6 £2,4) um,
pro objektiv 60x

I, =(6,4+0,4) um.

3.3 Vybér podlozky

Excitacni laser o vinové délce 355 nm ma priamér svazku paprsku na vzorku v
fadu nékolika desitek um. Vzhledem k tomu, ze excitace je vedena pies zadni port, tak
je excitovana 1 podlozka, na jejichz horni strané¢ jsou naneseny studované
nanokrystaly. Toto umisténi je tedy nevhodné ze spektroskopického hlediska ale je
nutné pro zachovani pfistupnosti vzorku pro AFM méieni, které probiha rovnéz
z horni strany. Z tohoto diivodu je zapotiebi vybrat takovou podlozku, ktera ma vlastni
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luminiscen¢ni zafeni co nejslabsi, aby co nejméné ovlivitovala luminiscencni vysledky
méfeni studovanych nanocastic a zarovenn byla dostatecné rovnéd pro ucely méfeni
pomoci AFM.

Testované podlozky byly vybrany z podlozek, které se bézné pouzivaji pro
AFM m¢feni, jelikoz cilem prace je tyto dvé metody korelovat. Je nutné zdiraznit, ze
jednak nemuze byt vzorek z vrchu pfikryt krycim sklickem, jako je tomu bézné pii
optické mikroskopii, ale neni ani vhodné, aby vzorek spocival pfimo na standartnim
podloznim mikroskopickém sklicku. Podlozni mikroskopické sklicko ma velmi
nerovny povrch (nerovnosti az 10 nm [8]), ¢imz by vyrazné snizoval moznost rozliSeni
topografie vzorku pomoci AFM. Zaroven by se v téchto nerovnostech mohla vice drzet
vlhkost a ¢istici kapalina, nebot’ povrch musi byt pfed kazdym nanesenim nového
vzorku o€iStén od necistot, véetné mastnoty a prachu. Tyto necistoty by opét mohl
ovliviovat charakter emisnich spekter.

Misto skla se pro AFM méteni pouziva podlozka ze slidy (pfirodni mineral
patfici do skupiny hlinitokfemicitan(i) umisténa do kovového ramecku, na ktery je
dimenzovan drzék vzorkll v mikroskopu. Nejcastéji se pouziva slida kruhového tvaru
o pruméru 15 mm (tloustka max. 0,15 mm). Hlavni pfednosti slidy je, Ze se jedna o
prirozené se vyskytujici vrstveny material, ktery se snadno $tépi podél jedné z os a
jehoz jednotlivé vrstvy jsou skute¢né atomarné rovné. [8] Tim je prakticky mozné
ziskat absolutné Cisty a atomarné rovny povrch pomoci napt. jednoduché metody kdy
se izolepa pfilepi na stary povrch se vzorkem a ta se strhne spolecné s jednou atomarni
vrstvou slidy a ziskdme tak novy Cisty povrch. Druhou moznosti je Stépeni Ziletkou,
kdy se dana desticka rozlomi ziletkou podél jedné vrstvy a vzniknou tak dvé nové
desticky s Cistym povrchem, které jsou samoziejme tenci nez ptivodni desticka.

Mezi testovanymi podlozkami byly tedy pfedevsim slida, pro porovnani ve
dvou tiidach kvality V1 a V4 (V1 je nejvyssi kvalita Cistoty, kterd by méla obsahovat
nejméné piimési prvka jinych minerald a zaroven obsahovat co nejméné zlomu
v krystalové mfiZce). Zaroven byly testovany jako podlozky 1 bézné kryci sklicko pro
mikroskopii a kfemenné sklicko pro porovnani a pro ptipad, ze by se slida ukazala

jako naprosto nevhodné pro méfeni luminiscence.

3.3.1 Mé&feni tloustky podlozek

Me¢fteni tloustky podlozek nemohlo probéhnout pifed méfenim emisnich

spekter podlozek. Tloustka byla totiz méfena mikrometrickym Sroubem, tj. kontaktni
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metodou, a jako takova by velmi pravdépodobné mechanicky poskodila podlozky a
zaroven méla vliv na jejich Cistotu a tim neptfedvidatelné ovlivnila méfeni. Pro pohodli
Ctenafe jsem vSak tuto kapitolu umistil diive, aby béhem cteni nasledujici kapitoly o
méieni spekter byly ctenafi znamy tloustky podlozek.

Tloustku d jednotlivych slidovych podlozek jsem méfil, aby bylo vice zfejmé,
za jakych podminek méteni spekter podlozek probehlo, aby se zvysila presnost
pfipadné reprodukce, a aby bylo lépe porozuméno, jak intenzita luminiscence zéavisi
na sile podlozky. Kfemenna a sklenéna podlozka, jejichz luminiscenci jsem také méfil,
mély jiz od vyrobce uvedenu tloustku vcetné neptesnosti, nebylo tedy zapotiebi je
prométovat. Slidové podlozky se béhem méfeni zarovnavaji odstranénim svrchni
vrstvy, jejich tloustky tedy neodpovidaji tém uvedenym vyrobcem a bylo zapotiebi je
zmefit.

Me¢éteny byly slidové podlozky tfidy V1 a V4 znacky Structure Probe, podlozka
V1 byla pfipravena ve dvou tloustkach, aby v dal§i c¢asti méfeni bylo mozné
vyhodnotit vliv tloustky podlozky na luminiscenci.

Mikrometricky Sroub pouzity pro toto mefeni byl kalibrovany a zptisoboval
nepfesnost méfeni tloustky podlozky Ad =5 pum. Naméfené hodnoty uvadi

Tabulka 3.6 a statistické zpracovani dle [19] za pouziti vztaht (3.1), (3.2),
(3.3), (3.4) a(3.5) uvadi Tabulka 3.7.

Podlozka d [um]
V1 silna 170 160 160 160 170
V1 tenka 70 60 60 60
V4 130 140 140 140 140 140 140

Tabulka 3.6 — Naméi‘ené hodnoty tloust’ky slidovych podlozek

Tloustka sklenéné podlozky od spole¢nosti Marienfield je uvadéna vyrobcem
(150 £ 20) pum, vyrobcem uvadéna tloust’ka kiemenné podlozky je (250 + 130) um
[20].
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- Ug,str. [Mm]
Podlozka | d [um] | sq [um] | sz [um] | Ad [um] d;t
V1 silna 164 5 2 5 9
Vltenka | 62 3 1 5 9
V4 139 4 2 5 7

Tabulka 3.7 — Statistické zpracovani tloust’ky jednotlivych slidovych podloZek.
d — aritmeticky pramér naméiené tloust’ky skla; s, - smérodatna odchylka jednoho
méieni; sz — smérodatna odchylka aritmetického priméru; Ad — nepresnost mikrometrického
Sroubu; u, o — celkova mezni stiedni nejistota méfené tloust’ky skla.

3.3.2 Meéreni luminiscencénich spekter podlozek

V této ¢asti jsem méfil slidové podlozky kruhového tvaru o priméru 15 mm
tiidy V1 a V4 znacky Structure Probe. Podlozka V4 mé¢la tloustku (139 £+ 5) pum.
Podlozku V1 jsem méfil ve dvou tloustkach, (164 + 9) um a (62 + 9) um, aby bylo
mozné vyhodnotit vliv tloustky podlozky na luminiscenci. Dale jsem méfil bézné
kryci sklicko pro mikroskopii od spole¢nosti Marienfield (24x24x0,15 mm) a
kifemenné kryci sklicko znacky Ted Pella (19x19x0,25 mm). Abych ur¢il skute¢nou
luminiscen¢ni intenzitu I jednotlivych podloZzek, zméfil jsem také vliv pozadi, tedy
jedno méteni jsem provedl s prazdnym drzakem vzorku. Pii ostatnich métenich jsem
musel podloZzky umistit na béZzné podlozni sklo pro mikroskopii (76x26x1 mm).

Luminiscenci jsem méfil na stejném zafizeni pouZitém pii korelaci AFM a
mikro-spektroskopie tj. monochrométorem Acton SpectraPro SP-2300 od spole¢nosti
Princeton Instruments, budici laser jsem pouzil MPL-F-355-5mW (vlnova délka
355 nm, vykon 5 mW). Objektiv mikroskopu jsem pouzil LUCPLFLN 60X se
zvétSenim 60krat, numerickou aperturou 0,7 a pracovni vzdalenosti 1,5 — 2,2 mm
[17], v optické cesté mezi t€lem mikroskopu a spektrografem byla filtrovéa kostka pro
excitaci 355 nm a $térbina, kterd vymezovala oblast vzorku o $ifce (6,3 + 0,7) um.
Jako disperzni prvek spektrografu jsem pouzil difrakéni miizku s 300 zarezy/mm.
Zaznamy z CCD kamery monochromatoru jsem zpracoval programem WinSpec/32

v.2.5.12.2.
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Pozici laserového svazku a jeho zaostfeni v ose vzorku jsem bez Stérbiny
nastavil na referenénim luminiscenénim sklu typu Rhodamine/Texas Red znacky Ted
Pella, tak aby bylo zajiSténo spravné zaostieni na méienou podlozku, kterda ma
zZpét.

Pouzitd difrakéni miizka monochromatoru Acton umoziovala sniméni
vlnovych délek v rozsahu piiblizn¢ 280 nm, aby bylo pokryto celé viditelné spektrum,
musel jsem méfeni provést 2x V prvnim meéfenijsem méfil luminiscencni intenzitu
podlozky v rozpéti 360 — 640 nm (stfed v 500 nm), v druhém 560 — 838 nm (stfed
v 700 nm). Stied rozpé€ti jsem nastavoval v programu WinSpec/32 a podle rozpéti
miizky jsem program kalibroval. Déle jsem nastavil dobu expozice na 600 s. Doba
expozice musela byt pro kazdé méfeni stejnd, abych mohl vzijemné luminiscencni
spektra porovnavat, jak tvarove, tak predevs§im intenzitné. Také jsem nastavil vycitaci
frekvenci jednotlivych fadkli z CCD kamery na 100 kHz, abych co nejvice zmirnil
vycitaci Sum.

Vysledkem tohoto méfeni jsou dva Cernobilé obrazky o rozmérech 1340 X
400 pixeld pro kazdou podlozku, viz Obr. 3.9. Na téchto obrazcich je ptimo zobrazen
luminiscenc¢ni signal vzorku. Vlivem rozliSeni odpovida kazdy sloupec pixelt rozsahu
vlnovych délek A o Sifce 0,21 nm. Pro zjednoduseni uvazuji v dal§im textu, zZe
kazdému pixelu odpovidad jedna konkrétni vinova délka. Svétlost pixelti odpovida
intenzité zafeni.

V programu WinSpec jsem dale tyto obrazky pomoci funkce Cross section
prevedl na graf zavislosti intenzity zareni I na vinové délce A. Program tento pievod
provedl tak, Ze v kazdém sloupci pixeld spocetl sumu intenzit zafeni vSech jeho pixeld.
Tim, ze kazdy sloupec byl jiz kalibrovan pfisluSnou vlnovou délkou, byl 1 vysledek
tohoto pfevodu jiz kalibrovan. Do tohoto pfevodu jsem nezapocital horni a dolni okraj
obrazk o Sitce 100 pixeld, jelikoZ tyto okraje obsahuji pouze Sum a mohly by zhorsit

kvalitu méteni. Spektroskopicka stopa se nachéazi prevazné v rozsahu fadki 100-300.
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stifed 500 nm stited 700 nm

b)

Obr. 3.9 — Priklad luminiscen¢nich obrazi podloZek.

Jedna se o cely obraz vystupu programu WinSpec pouZitého pro zpracovani spektroskopického
méreni. Z tohoto obrazu jsou vybrany pouze radky 100-300 (v pixelech), nebot’ ty obsahuji
luminiscen¢ni stopu, zbytek obrazu je tvofen pouze Sumem. Nasledné zpracovani dat z vybéru
spodiva v integraci pres vSechny pixely sloupce v kazdém sloupci.

Na obrazcich vpravo je zi‘etelné viditelny bily pruh, jedna se o druhou harmonickou budiciho
laseru.

a) sklenéna podlozka, b) slidova podlozka typu V4

Ptestoze program WinSpec zobrazoval vysledek tohoto pievodu pfimo jako
graf, nebylo mozné jej dale zpracovavat pottebnym zptsobem. Proto jsem data tvortici
tento graf z programu WinSpec vyexportoval v podobé seznamu hodnot intenzit
zateni, kdy kazda hodnota odpovidala dané vlnové délce. Ptifazeni vinovych délek
hodnotdm intenzity zafeni vSak nebylo soucésti exportu a bylo zapotiebi jej znovu
doplnit v programu MS Excel. Jednalo se o 1340 hodnot pro kazdy stfed rozsahu
vlnovych délek pro kazdou podlozku. Tyto stfedy jsem jiZ na zacatku méfeni zvolil
tak, aby se rozsahy vlnovych délek ¢astecné prekryvaly. Pfekryti mi umoZznilo spojeni
dvou rozsaht do jednoho, kdy ptekryvajici se ¢asti jsem nahradil primérem obou
hodnot. Vysledkem bylo 2303 hodnot intenzity zafeni v zavislosti na vinové délce
v rozsahu 360 — 838 nm pro kazdou podlozku.

JelikoZ jsem stejnym postupem provedl zpracovani dat i pro méfeni intenzity
zafeni pozadi, mohl jsem dale hodnoty pozadi odecist od hodnot pro podlozky.
V programu MS Excel jsem z vyslednych hodnot vytvofil grafy zavislosti intenzity
zateni I na vlnové délce A, které bylo mozné dale zpracovavat.

Z vysledki méteni bylo ihned patrné, Ze sklo intenzitou luminiscen¢niho zareni
dalece ptesahuje ostatni zkoumané podlozky v méfeném rozsahu vilnovych délek.
Pouze na vlnovych délkach 405 — 410 nm ptevysuje luminiscence podlozky V1 o
tloustce (62 +9) um luminiscenci skla a na vlnovych délkach 370 — 426 nm je

prevysena luminiscence skla luminiscenci kiemene. Pro porovnani uvadim srovnani
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luminiscence kiemenné a sklenéné podlozky s podlozkou V1 viz Graf 3.1 a).
Z nésledného detailn€j$iho zkoumani luminiscence podlozek je sklo vynechano pro
vetsi prehlednost.

Na Graf 3.1 a) je také patrny vzestup intenzity luminiscence v okoli vinové
délky 710 nm, jedna se o druhou harmonickou vinu budiciho laseru, ta se projevovala
jiz na luminiscen¢nich obrazech jako bily pruh u vsech podlozek, viz Obr. 3.9. Tento
vzestup intenzity v grafu tedy neni zpisoben luminiscenci podlozek a je pro toto
méieni nezajimavy — z toho diivodu je v dalsi ¢asti tento hrot nahrazen linearni funkci
v oblasti vinovych délek 705 — 715 nm, aby se vysledky staly piehledn&jSimi.

Déle jsem musel ze ziskanych dat odstranit vliv kosmického zareni, to se
projevuje, jako drobny vystfelovy Sum v celém rozsahu grafu zavislosti intenzity
zateni na vinové délce viz Graf 3.1 b). Kosmické zaieni jsou ionizované ¢astice, které
generovanému dopadajicim zafenim vzorku. Tento vliv je velmi maly a projevuje se
proto, jen pii slabych signdlech, neboli méfeni slabého zéfeni, viz rozdil rozsaht
svislych os Graf 3.1 a) a b).

Pro odstranéni vlivu kosmického zatreni ze spektroskopickych obrazi bylo jiz
vyvinuto nékolik algoritmt, viz napft. [21], [22], popf. se béZné pouziva porovnani
dvou spekter zachycenych za stejnych podminek k odhaleni vlivu kosmického zateni
[22]. Tyto algoritmy a postupy jsem shledal piili§ slozitymi pro potieby této prace,
nebot’ si v této praci nekladu za cil vysoce pfesné porovnani emisnich spekter, ani
jejich presny rozbor. JelikoZz jde pouze o vyvinuti a ovéfeni postupu pro korelaci
mikro-spektroskopie s AFM, je odstranéni vlivu kosmického zéateni pouze estetickym
problémem, popf. je uzitecné pro zvyseni prehlednosti. Z téchto diivodi bylo pouzito
pouze zahlazeni kosmického zafeni pomoci tzv. klouzavého priméru s periodou 25.
Tato funkce je implementovana do programu MS Excel jako spojnice trendu. Kazdy
bod této spojnice je vypocitan jako primeér z 25 ptedeslych hodnot ptivodnich dat.
Vysledek tohoto postupu je zobrazen na Graf 3.1 ¢), d), e) a f).

Z Graf 3.1 ¢) ad) je patrné, ze kiemenné¢ sklo intenzitou luminiscen¢niho zareni
znaéné prevysuje slidové podlozky pro vinové délky 355 — 510 nm a je snimi

srovnatelny na vinovych délkach 510 — 840 nm.
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Graf 3.1 — Porovnani luminiscen¢nich spekter (zavislost intenzity luminiscen¢niho
zateni na vinové délce) podlozek pro AFM a mikro-spektroskopické méieni pii excitaci laserem
o vinové délce 355 nm.
Porovnani sklenéné podlozky s podloZkou z kiemene a tenci slidovou V1
Priklad vlivu kosmického zareni na naméiené hodnoty emisniho spektra podlozky

a)
b)

¢)
d)

e)
f)

V1 o tloust’ce 164 pm.

Detail spekter podloZek V1, V4 a kiemene pro vinové délky od 355 nm do

510 nm. Posun grafii od pocatku je zpisoben aplikaci klouzavého priméru.

Detail spekter podloZek V1, V4 a kiemene pro vinové délky od 505 nm do 855 nm
Srovnani slidovych podloZek V1 a V4

Srovnani slidovych podloZek V1 o ruznych tloust’kach

Z detailniho porovnani na Graf 3.1 e) a f) Ize posoudit, ze slidové podlozky V1

a V4 maji velmi podobné emisni spektra. Byt s miniméalnim rozdilem jsem vSak jako
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nejméné luminiskujici uréil slidovou podlozku V1 a to s vétsi tloustkou (164 +

9) um.

3.4 Navrh korelace

Vysledky predeslych méteni mi umoznili sestavit navrh na provedeni korelace
AFM a mikro-spektroskopie na souboru nanocastic, na zékladé¢ né¢hoz jsem provedl
hlavni méfeni této prace. Mym cilem bylo navrhnout takovy postup méfeni, jehoz
vysledkem bude detailni AFM snimek korelovany se spektralnim obrazem s hlavnim
pozadavkem, ze v obou zminénych méfenich musi byt jednoznacéné jisté, ze se jedna
o stejnou oblast.

Rezim méteni AFM mikroskopu jsem zvolil AC. Bezkontaktni rezim jsem
nezvolil, protoze je nevhodny pro vlhké vzorky, kontaktni rezim je nevhodny pro
neukotvené Castice a dalsi mody maji bud’ jiny ucel, nez zobrazovani povrchu, nebo
jsou pro zakladni korelaci neucelné komplikované (viz 2.1.3 Mddy).

Z &asti 3.2.3 - Sitka S$térbiny této bakalaiské prace jsem usoudil, Ze
z dostupnych objektivil je pro toto méteni vhodny LUCPLFLN 60X se zvétsenim 60x,
nebot’ s objektivem UPLFLN 10X2 se zvétSenim 10x by Sitka oblasti vymezené
Stérbinou byla pfili§ velka. S pfili§ velkou vymezenou oblasti by bylo vyrazné t&éZ§i
nastavit do této oblasti pouze omezeny pocet nanocastic pro ziskani jejich jednotlivych
spekter. V ¢asti 3.3 - Vyber podlozky jsem odvodil, Zze vhodnou podlozkou bude
slidova podlozka tfidy V1, jelikoZ ze zkoumanych podlozek mé sama nejslabsi emisni
spektrum a zaroven je svym atomdrn€ rovnym povrchem velmi vhodna pro AFM
méfeni.

Sestaveni postupu korelace vyznamné komplikuje fakt, Ze béhem méteni neni
pfesné znama pozice hrotu na nosniku a nosnik blokuje svétlo z osvétleni mikroskopu
prochéazejici vzorkem. Svétlo z osvétleni mikroskopu blokované nosnikem totiz
nedopada na vzorek, ani na kameru a pro operatora AFM se pravé méfend oblast
vzorku stava neviditelnou, viz Obr. 3.14 b). Z tohoto ditvodu jsem se rozhodl pro
vytvofeni $ablony, kterd usnadni zaméfeni vzajemné pozice ¢astice a hrotu. Ugelem
Sablony je znazornit oblasti, do kterych je zapotiebi umistit hrot a méfenou ¢astici, aby
zvolena ¢astice byla skute¢né a jednoznacné proméfena a zarovei, aby bylo umoznéno
efektivni ziskdni jejiho emisniho spektra.

Sablonu jsem se rozhodl zamé&fovat z pohledu kamery JUnicam, jelikoZ touto

kamerou se bézné¢ zaméfuje vzorek pii AFM meéfeni. Velikost skenované oblasti
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pomoci AFM jsem zvolil 20 X 20 um. V nésledujicich podkapitolach se zabyvam

sestavenim této Sablony a postupu méfeni.

3.4.1 Zaméreni Stérbiny

Pii méfeni emisniho spektra nanocastice se mnou zvolena nanocastice musi
nachazet v prostoru vymezeném $térbinou. JelikoZ je Stérbina umisténa v optické cesté
mezi spektroskopem a mikroskopem, neni mozné ji zobrazit kamerou JUnicam.
Urceni, kterou ¢ast vzorku Stérbina vymezuje z pohledu kamery JUnicam je vSak
nezbytné pro uspésnou korelaci.

Abych zaméfil Stérbinu z pohledu kamery JUnicam pouzil jsem dva snimky
kalibra¢ni miizky s rozteci 50 pm, jeden pofizeny kamerou JUnicam a druhy potizeny
kamerou monochromatoru s objektivem LUCPLFLN 60X. Tyto snimky byly pofizeny
v ramci kalibrace kamer v ¢asti 3.2.2, ale pro potieby samotné kalibrace nebyly
vyuZity.

Snimky obsahuji kromé& samotné miizky i drobné necistoty. Tyto necistoty
tvoii unikatni obrazec a umoznovaly mi tak nalézt, kde na snimku kamery
monochromatoru se nachdzi ¢ast miizky zachycend kamerou JUnicam. Obraz
z kamery JUnicam jsem v programu CorelDraw otocil o 90° po sméru hodinovych
rucicek dle ¢asti 3.2.1 a zmensil z velikosti 1024 X 768 px na 237 X 178 px dle ¢asti
3.2.2, aby orientace a vzdalenosti na fotografii JUnicam odpovidaly vzdalenostem na
snimku z kamery monochromatoru. Poté jsem s vyuzitim obrazové pruhlednosti
ptelozil snimky ptes odpovidajici si ¢asti. Vysledek je zobrazen na Obr. 3.10. Timto
postupem jsem odhalil, Ze vzajemna orientace kamer neni 90°, ale presnéji 88,6°.
Zaroven 1ze na Obr. 3.10 vidét, Ze piestoze je Sitka miiZky na obou snimcich shodna,
vyska jiz shodnd neni. Pfeméfenim poctu pixeld jsem urcil, ze kamera
monochromatoru natahuje obraz ve svislém sméru o pfiblizné 1 pixel na kazdych 14

pixell piivodni vzdalenosti.
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Obr. 3.10 — PieloZeni snimku kalibra¢ni mfizky s rozte¢i 50 pm z kamery JUnicam a
CCD kamery monochroméatoru. Hranice snimku kamery JUnicam je zvyraznéna ¢erchovanou

carou

Obr. 3.11 — PieloZeni snimku kalibra¢ni mrizky s rozte¢i 50 pm z kamery JUnicam a
fotografie Stérbiny z CCD kamery monochromatoru.

Poté, co byly obrazy zarovnany, jsem pod prihledny obraz kamery JUnicam
umistil obraz §térbiny z kamery monochromatoru tak, aby byl pfesné zarovnany se
snimkem miizky z kamery monochromatoru, viz Obr. 3.11. Po zarovnani jsem mohl
prekreslit rovnymi ¢arami oblast vymezenou $térbinou na snimek z kamery JUnicam
a pretocit jej zpet na piivodni orientaci. Vytazenim okrajii snimku kamery JUnicam a
odstranénim samotného snimku vznikl zdklad pro Sablonu korelace obsahujici
informaci, kterou ¢ast zabéru kamery JUnicam vymezuje Stérbina monochrométoru.

Vysledek je zobrazen na Obr. 3.12.

Obr. 3.12 — 1. krok vytvareni Sablony korelace AFM a mikrospektroskopie. Vnéjsi
obdélnik predstavuje hranice zabéru kamery JUnicam, dvé rovnobézné ¢ary ohranicuji oblast
vzorku, ktera je omezena $térbinou monochromatoru.
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Natazeni obrazu na kamefe monochromatoru zde nehraje roli, jelikoz k nému
dochdzi jen ve sméru kolmém na §itku Stérbiny.

Aby byl vysledek spektroskopického méieni kvalitni, musi se ve Stérbin¢ ve
sméru Sitky Stérbiny (tj. ve sméru Sitky nosniku) nachazet pouze zkoumany soubor
nanocastic a zadné necistoty. Ve sméru na délku Stérbiny (délku nosniku) se ve
Stérbiné mohou nachézet dalsi Castice, nebo necistoty, které bude mozné otiznout ve
funkci Cross Section programu WinSpec/32 zminéné v Casti 3.3.2 - Meéreni
luminiscencnich spekter podlozek, ale nesméji byt ptilis blizko zkoumanych castic,

aby se luminiscen¢ni zafeni Castic a necistot nemisilo.

3.4.2 Zameérfeni hrotu

Jaka cast vzorku bude skenovéana pti AFM meéteni zalezi na pocatecni pozici
hrotu a na zvoleném rozsahu. Skute¢néa a piesna pozice hrotu vsak neni pfimo znama,
hrot a hlavné jeho Spicka totiZ neni béhem méfeni viditelny — je zastinén nosnikem a
je ptili§ maly na pifimé pozorovani optickym mikroskopem. Ptestoze existuji
elektronové snimky nosniku typu ACTA s viditelnym hrotem, viz Obr. 3.13, neni
jejich pouziti pro zaméfeni hrotu na nosniku mozné, jelikoz zadné dva nosniky nejsou
presné stejné. Sdm vyrobce uvadi napt. nepiesnost v délce nosniku az £10 um [18],
navic dochdzi béhem méteni k opotiebeni, které mtize zptisobit jeho otupeni, ohnuti,
nebo jiné deformace samotného hrotu. Jedinym feSenim by bylo prozkoumani kazdého
nosniku pfed méfenim pomoci elektronové mikroskopie, to by vSak vyrazné
prodlouzilo dobu ptipravy kazdého méfeni, navic by elektronové snimkovani bylo

zapotiebi opakovat kvili jiz zminénému béznému opotiebeni.

4+—— Length ——p

SO

Thickness

Side View

Width ¢

?

Obr. 3.13 — Elektronové snimky nosniku Acta od firmy APPNano [18]
a) Detailni bo¢ni pohled; b) pohled z boku; c) pohled z vrchu
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Vice praktickou moznosti, jak urcit alespon pfiblizn€ skute¢nou pozici hrotu,
je jeho prosviceni pomoci intenzivniho svétla z lampy mikroskopu. Nosnik je sice
z monokrystalické desticky kiemiku, je vSak natolik tenky, Ze je mozné jej alespon
¢astecné prosvitit zvySenim intenzity osvétleni a tim zviditelnit jehlanovou strukturu
hrotu viz Obr. 3.14 a). I pii prosviceni viak neni mozné presn&® zaméfit $picku hrotu,
ktera zprostiedkovavd samotné meéteni, jelikoz tvar celého hrotu neni piesné
rozeznatelny. Misto pifesného zameéteni jsem mohl jen odhadnout oblast, kde se vrchol

hrotu s nejvétsi pravdépodobnosti nachazi.

Obr. 3.14 — Pohled na nosnik Acta pres CCD kameru JUnicam v ovladacim programu

AFM. Pouzity objektiv 60x. Vzorek se nachazi mezi nosnikem a nasim pohledem, osvétleni se
nachazi z tohoto pohledu za nosnikem.
a) Caste¢né prosviceny nosnik Acta s viditelnym hrotem.

b) Typicky pohled na nosnik Acta béhem AFM méreni. Vyrazné vyssi svétlost vzorku
kolem nosniku je zptisobena detek¢nim laserem AFM.

Na zakladé¢ Obr. 3.13 a Obr. 3.14 jsem oblast, kde se s nejvetsi
pravdépodobnosti nachazi hrot na nosniku, odhadl tak, jak je znazornéna na Obr. 3.15
zlutou oblasti ve tvaru kruhu. Polomér tohoto kruhu odpovida na obrazku vzdalenosti
(8,2 £ 0,3) um. Velikost této oblasti jsem zvolil vEtsi, neZ je nezbytné pro zvySeni
pravdépodobnosti, Ze se hrot v této oblasti skute¢né nachazi a pro usnadnéni pouZiti
vysledné Sablony. Tato oblast bude na Sabloné reprezentovat pozici, do které je

zapotiebi umistit hrot pro uspéSnou korelaci.

5 Mysleno s piesnosti alespoit na 1 pixel CCD kamery. Pfipominam, Ze 1 pixel CCD kamery
JUnicam odpovida s objektivem 60x vzdalenosti 81 nm viz Tabulka 3.3. Pro srovnani polomér kiivosti

hrotu nosniku ACTA je uvadén 6 nm [18].
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Obr. 3.15 — Znazornéni nejpravdépodobnéjsi pozice Spicky hrotu nosniku Acta na
pohledu z CCD kamery JUnicam.

3.4.3 Zaméreni oblasti méreni

To, kde na vzorku se nachdzi hrot na za¢atku méteni, urcuje, kterd cast vzorku
bude pii nastavené velikosti skenu méfena pomoci AFM. Z toho plyne, Ze nepfesnost
v zaméteni hrotu se nutné musi promitnout v nepiesnosti zaméteni oblasti méteného
skenu. Pocatek méfeni AFM obrazu je v programu JPK NanoWizard Control levy
dolni roh skenované oblasti, ten ale odpovida pravému dolnimu rohu skenované oblasti
v zébéru kamery JUnicam.

Oblast s nejvétsi pravdépodobnosti naskenovani v zavislosti na pozici hrotu
jsem ur¢il pro velikost skenované oblasti 20 X 20 um. V programu CorewlDraw jsem
zobrazil Obr. 3.15. Pfevodnimi vztahy z ¢asti 3.2.2 jsem rozméry skenované oblasti
prepocetl na pocet pixelll na kamete JUnicam. Nastrojem obdélnik jsem 4x nakreslil
tvar skenované oblasti o danych rozmérech v pixelech tak, ze pravy dolni roh kazdého
¢tverce prekryval jeden ze Ctyt krajnich boda kruhu — nejvice vlevo, vpravo, nahoie a
dole. Oblast, kterou po této operaci prekryvali vSechny Ctverce, jsem oznacil za oblast,
kterda bude snejveétsi pravdépodobnosti naskenovana. Vysledek jsem zvyraznil
modrou barvou na Obr. 3.16 — jedna se tedy o oblast, kterd bude soucasti AFM skenu

kdykoliv, kdy se bude hrot nachazet ve Zlutém kruhu.
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Obr. 3.16 - Vysledek hledani oblasti s nejvyssi pravdépodobnosti skenovani AFM pri
velikosti skenu 20 x 20 pm — vysledek je na obrazku modre.

Okraje dil¢ich ctvercii jsem nasledné spojil kruhovou vyse¢i o poloméru
zlutého kruhu, tak vznikla maximalni oblast mozného skenovani. Po odstranéni
nadbyteCnych c¢ar jsem vysledek prenesl na Sablonu tak, aby spodni ¢ast
nejpravdépodobnéjsi oblasti skenu piekryvala Stérbinu. Vznikla tak oblast korelace o
rozmérech 12 X 6 um, kterd bude s nejvétsi pravdépodobnosti soucasti AFM skenu
20 X 20 pm a zaroven bude prométena spektroskopicky.

Céarkovanou &arou ohraniena oblast zde predstavuje mnozinu bodti, které
mohou byt soucasti skenu, je-li hrot umistén ve zlutém kruhu. Z kone¢né podoby
Sablony jsem musel odstranit veskeré¢ barevné znaceni a minimalizovat tloustku car —
oboji by mohlo zhorsit identifikaci ¢astic, nebo necistot na vzorku. Na Obr. 3.17 je
zobrazena vyslednéd Sablona doplnéna o popis jednotlivych ¢asti, tento popis neni
soucasti $ablony uréené pro méfeni. Sablona uréena pro méfeni je vytisknuta na folii,
kterou je mozné pielozZit pfes monitor pocitate ovladajici AFM. Existuji 1 dalsi

zpusoby realizace Sablony, pfedevsim softwarové.
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Obr. 3.17 — Sablona pro korelaci AFM a mikro-spektroskopie na souboru nanoéastic pro velikost
zakladniho AFM méieni 20 X 20 pm.

1 — Vnéjsi hranice. Tento obdélnik urcuje velikost, na jakou je zapotiebi zarovnat okno
zabéru kamery JUnicam.

2 — Cast vzorku vymezena §térbinou.

3 — Oblast, do které je zapotiebi umistit hrot na za¢atku AFM méieni.

4 — Oblast pro umisténi méireného souboru nanocastic v ramci korelace. Tato oblast bude
s nejvyssi pravdépodobnosti méiena pii zakladnim AFM méfeni a bude mérena
spektroskopicky. Jeji rozméry jsou priblizné 12 X 6 pm.

5 — Oblast pro umisténi charakteristické ¢asti vzorku. Tato oblast bude s nejvyssi
pravdépodobnosti méi‘ena pri zakladnim AFM méreni, ale nebude méi‘ena
spektroskopicky.

6 — Oblast, ktera miize byt proméiena pii zakladnim AFM méreni.

3.4.4 Zameéreni spektralnich stop

Sablona na Obr. 3.17 pfeloZena pies zabér kamery JUnicam zajisti jednoznaéné
pfifazeni castic naméfenych AFM skenem k ¢asticim zobrazenych na kameie
JUnicam. Aby probéhla uspésna korelace AFM méieni a spektroskopie, je zapotiebi
stejn¢ jednoznacné prifadit emisni spektra naméfena pomoci mikro-spektroskopie
k ¢asticim zobrazenym na kamefe JUnicam.

Mikro-spektroskopické méfeni je realizovano v programu WinSpec, ptevod
spektralnich stop na grafické zndzornéni emisniho spektra (neboli zavislost intenzity
zateni I na vlnové délce 1) probiha v témZe programu pomoci funkce Cross Section,
jak bylo popsano v casti 3.3.2 na stran¢ 34. Funkce Cross Section umoziuje provést
pfevod na grafické znazornéni emisniho spektra jen z urcité ¢asti obrazu spektralnich
stop zadanim rozsahu os x (vodorovnd osa) a y (svisla osa) v pixelech. Je tedy mozné
zadanim spravného rozsahu osy y zobrazit emisni spektrum jen téch Castic, které jsou
z pohledu kamery JUnicam v ¢asti 4 Sablony.

Osu x je zapotiebi vzdy ponechat celou, jelikoz tato osa reprezentuje cely
rozsah vilnovych délek A a jeji zkraceni by vedlo k nezndmému posuvu v ramci
vlnovych délek. Abych urcil jaky rozsah osy y je zapotiebi zadat, pouzil jsem Obr.
3.11 na str. 41, kde je zabér z kamery JUnicam pielozen, pfes odpovidajici oblast

zabéru z kamery monochromatoru se Stérbinou. Pfes zabér z kamery JUnicam jsem
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ptelozil Sablonu (Obr. 3.17) a zabér z kamery Junicam jsem odstranil. Tim jsem
ptrenesl veskeré oblasti vymezené Sablonou na odpovidajici oblasti na zabéru kamery
monochromatoru, viz Obr. 3.18. Proméfenim vzdalenosti v pixelech od horniho okraje
zabéru kamery monochromatoru k hornimu a dolnimu okraji oblasti 4 Sablony jsem
ziskal rozsah osy y, ve kterém se nachdzeji emisni stopy ¢astic prométenych metodou

AFM v oblasti 4 Sablony. Potifebny rozsah osy y je 275 — 308 px.
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Obr. 3.18 — PreloZeni Sablony pro korelaci pres odpovidajici oblast zabéru CCD kamery
monochroméatoru s vyznacenim rozsahu oblasti 4 Sablony na ose y.

3.4.5 Navrzeny postup

V této ¢asti popisuji mnou navrzeny postup pro korelaci AFM a mikro-spektroskopie
na souboru kiemikovych nanocastic. Postup se zaklada na Sablon¢ zobrazené na Obr.
3.17, kterou jsem vytiskl na prihlednou folii bez ¢iselného popisu, ndvod se vSak
odkazuje na ¢iselny popis.

Tento navod je koncipovan pro piistroje a jejich uspotadani popsané v ¢asti 3.1
s pouzitim objektivu LUCPLFLN 60X se zvétSenim 60krat, numerickou aperturou 0,7
a pracovni vzdalenosti 1,5 — 2,2 mm. V celém méfeni je zapotiebi dbat na to, aby

zadné Castice nebyly piekryty ¢arami Sablony.

1) Pfistroje se uvedou do provozu, CCD kamera monochroméatoru se vychladi
na —108 °C, ustali se termalni drift nosniku AFM, ustali se detek¢ni laser
AFM.

2) Na obrazovku pocitace fidictho AFM méfeni se umisti Sablona, ktera je
vytisknuta na prihlednou folii formatu A4 v orientaci na vysku, samotna
Sablona je v horni ¢asti folie. Velikost, v jaké bude Sablona vytisknuta,
ovlivni, jak velké bude okno kamery JUnicam v programu JPK
NanoWizard control bude zapotiebi pouzit. Vhodna velikost Sablony je

napi. 73 X 55mm. Folie se zarovna na pravy okraj obrazovky. Tim bude
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

na obrazovce ponechan dostateCny prostor pro dal$i okna nezbytna pro
méieni.
Vystup mikroskopu se nastavi na kameru JUnicam. V programu JPK
NanoWizard Control se otevie okno kamery JUnicam zobrazujici zabér
mikroskopu a zaostii se na vzorek.
Velikost a pozice okna kamery JUnicam se zarovna s vné&j$Sim okrajem
Sablony, tj. oblasti 1, tak bude zajisténo, Ze pozice a velikosti jednotlivych
oblasti odpovidaji méfitku kamery.
Hrot nosniku se umisti do oblasti 3 Sablony a nastavi se velikost oblasti
méefené AFM na 20 X 20 um. Tak bude zajisténo, ze bude béhem AFM
meéfeni prométfena oblast 4 a 5 a nckteré Casti oblasti 6. V této casti je
mozné pouZzit prosviceni nosniku zvySenim intenzity osvétleni mikroskopu
pro pfesnéj$i zaméfeni hrotu. Poté se nosnik umisti tak vysoko, aby byl
mimo zo6nu zaostfeni kamery JUnicam a nestinil tak vzorku.

Pohybem vzorkem pomoci piislusnych sroubt vzorkové desky, na které se

nachdzi AFM hlava se nalezne vhodna oblast vzorku. Zde je zapotiebi

splnit nasledujici parametry:

-V oblasti 4 Sablony se musi nachazet jen ty ¢astice, na kterych chceme
provést korelaci. Tato oblast nesmi obsahovat necistoty (pfedevsim
luminiskujici). Chceme-li korelovat vice ¢astic zaroven, museji v této
oblasti byt ¢astice dostate¢né daleko od sebe a zadné dvé nesméji byt
nad sebou, aby nedochézelo k ovlivnéni jejich emisnich spekter.

-V casti 5 se musi nachazet charakteristicky prvek, tj. shluk nanocastic,
nebo Castice rozmisténé v dobie rozeznatelném a na celém zabéru
kamery JUnicam unikatnim uspofadani. Tato c¢ast bude slouZit
k jednoznacné identifikaci proméfenych ¢astic na zabérech kamer.

-V oblasti 6 Sablony se mohou nachazet dalsi charakteristické prvky, ty
pouze mohou byt soucasti zadkladniho skenu 20 X 20 pm a lze je mé&fit
pti dalSich skenech.

Potidi se snimek kamerou JUnicam pro potieby korelace. Od tohoto kroku

je nezbytné, aby se vzorek nepohyboval vi¢i méfici soustave.

Vystup optického mikroskopu se pfepne na kameru monochromatoru,

monochromator se nastavi do reZimu snimani obrazu (pouZziva se pozice
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zrcadlo turretu). Zde zaclind spektroskopické meéteni. Spektroskopické
meéfeni se provede pfed AFM métfenim, nebot’ spektroskopie klade vétsi
pozadavky na uspotfadani nanocastic a lze ocekavat, ze doba expozice pro
spektroskopii bude kratsi, nezZ doba méteni AFM, rychleji se tedy odhali
pfipadna nevhodnost uspotfddani nanocastic. Dale je mozné, Ze béhem
spektroskopie budou odhaleny rusivé luminiskujici necistoty, které nebyly
viditelné na ostatnich kamerach.

9) Poridi se snimek kamerou monochroméatoru (excitacni laser vypnuty,
osvétleni mikroskopu zapnuté).

10) Do optické cesty se umisti §térbina, potidi se znovu snimek.

11) Vypne se osvétleni mikroskopu a veSkeré nekritické osvétleni v laboratofi
a zavie se kryt celé soustavy, aby nedochéazelo k priniku parazitickych
signalu na CCD kameru monochromatoru.

12) Zapne se excitacni laser, pofidi se luminiscenéni snimek (vypnuté osvétleni
mikroskopu, zapnuty excitacni laser).

13) Monochromator se piepne do rezimu snimani luminiscencniho spektra
(pouziva se disperzni prvek turretu).

14) Zaznamena se luminiscencni spektrum (méfené bézné v ¢asech od 10 s).
Jelikoz pouzita difrak¢ni miizka umoziiuje snimani jen v rozsahu pfiblizné
280 nm, je zapotiebi provést méfeni dvakrat — po prvé v rozsahu 360 —
640 nm (stted v 500 nm), po druhé¢ vrozsahu 560 — 838 nm (stied
v 700 nm).

15) Excitacni laser se vypne, nebo se zablokuje vstup do zadniho portu
mikroskopu, vystup optického mikroskopu se pfepne na kameru JUnicam,
zapne se detek¢ni laser AFM, je moZné zapnout osvétleni v laboratofi.

16) Nosnik se posune smérem dolu zpét do zony zaostteni kamery JUnicam a
piistane na vzorku, spusti se méfeni. S jistotou bude vtomto kroku
proméiena oblast 4 a 5 Sablony.

17) Nyni je mozné proméfit detaily jednotlivych nanoc¢éstic, nebo naopak Sirsi
oblast, aby bylo zmapovano $irsi rozlozeni vzorku a usnadnila se korelace.

18) V grafickém editoru se pieloZi Sablona pro korelaci pfes zabér kamery

JUnicam bez nosniku. Tak bude uloZeno zmapovani métené oblasti.
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19) V programu WinSpec se pouZzije funkce Cross Section na ulozené
spektralni stopy (na oba rozsahy). Rozsah osy x se ponechd 0 — 1340 px,
rozsah osy y se zvoli 275 — 308 px. Ziskana data je zapotiebi zpracovat
v programu MS Excel (nebo v podobném). Rozsahy vinovych délek
v kroku 14 jsou zvoleny tak, aby se ¢astecné prekryvaly. Tim je mozné oba
rozsahy spojit tak, Ze intenzita bude v misté piekryvu nahrazena priimérem
hodnot z obou rozsahd.

20) Grafické zndzornéni emisniho spektra ziskané v predeslém kroku odpovida
emisnimu spektru ¢astic z oblasti 4 Sablony na zabéru kamery JUnicam.
Pokud byla spravné zvolena oblast vzorku, mélo by byt mozné jednoznacné
pfifadit oblasti 4 Sablony obraz ziskany AFM méfenim pomoci
charakteristického prvku v oblasti 5 Sablony. Castici (nebo asticim)

v oblasti 4 odpovida ziskané luminiscencni spektrum.

3.5 Priklad korelace AFM a mikro-spektroskopie

V pribéhu psani této prace byla vedouci prace Mgr. Annou Fucikovou, Ph.D.
vyvinuta rychlejsi, ale méné pfesnd metoda korelace AFM a mikro-spektroskopie
zalozena na dil¢ich vysledcich této prace. Princip metody korelace spociva v zarovnani
nosniku AFM na stfed Stérbiny na obrazu CCD kamery monochromatoru. Po
provedeni méfeni AFM a mikro-spektroskopie je moZzné samotnou korelaci provést
metodou analyzy obrazu, nebo triangulace na zaklad¢ kalibrace kamer uvedené v této
praci v ¢asti 3.2.1, 3.2.2 a 3.2.3. Piiklad vysledku tohoto postupu je zobrazen na Obr.
3.19.
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Obr. 3.19 — Piiklad korelace AFM a mikro-spektroskopie na ki‘emikovych
nanocasticich.
a) Luminiscen¢ni obraz z CCD kamery monochromatoru, pouzit objektiv mikroskopu se
zvétSenim 60x
b) Vysledek AFM méi‘eni, jedna se o spojeni dvou skeni kazdy o velikosti 10 X 10 pm
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4 Diskuze

Postup navrzeny v této praci umoziuje vymezit oblast vzorku o rozmérech
12 X 6 um, o které lze s jistotou fici, ze na ni dojde ke korelaci AFM a mikro-
spektroskopického méteni bude-li pouzit tento postup. Je pravdépodobné, ze velikost
oblasti by bylo mozné snizit a zvysit tim pfesnost zaméfeni, napt. zvySenim presnosti
zam¢eieni hrotu a zmenSenim oblasti zédkladniho AFM skenovéni. Tato prace si
nekladla za cil vytvofit korelaci na minimalni mozné plose, ale ptredevs§im postup pro
korelaci sestavit za dosazeni co nejvétsi miry jistoty prométeni. Z toho diivodu byla
napftiklad oblast zaméfeni AFM hrotu zvolena podstatné vétsi, nez bylo nezbytné
nutné. Pozadavek na umisténi jediné nanocastice ze souboru nanocastic vzorku do
oblasti jistého proméieni je dosazitelny a je tedy timto postupem mozné korelovat
emisni spektrum jediné nanocastice s jejim AFM obrazem.

Ptestoze se vysledny postup jevi jako znacné komplikovany, pfedev§im pro
veliky pocet krokd, je vétSina téchto krokd jednoduchd a nezbytna i pro samostatné
AFM, nebo mikro-spektroskopické meéteni. Znacnou komplikaci je vSak nutnost
pouziti Sablony a specializované folie kompatibilni s dostupnou formou tisku. Tento
nedostatek by pro budouci aplikace bylo mozné vyrazn€ redukovat softwarovym
feSenim a jeho vytvofeni by bylo proto Zadouci. Ur€eni Casové naro¢nosti a vhodnosti
pfi rutinnim méfeni by vSak vyzadovalo vice zkuSebnich méfeni. Dale je
problematicka ptipadna reprodukce tohoto postupu na jind zafizeni, ¢i uspotradani, kdy
pro uspésnou korelaci by bylo zapotiebi opakovat cely postup sestaveni navrhu,
predevsim orientacni a délkova kalibrace kamer.

Dalsi komplikaci navrzeného postupu piedstavuji pozadavky na prostoroveé
rozmisténi ¢astic vzorku v bodu 5 postupu. Kvili tomuto pozadavku je postup vhodny
predevsim pro ziedéné vzorky s rovnomérnym rozmisténim ¢astic, ale jisté se stane
naprosto nevhodnym pro vzorky s vysokou, nebo nerovnomérnou hustotou nanocastic.
Takové vzorky jsou vSak zaroveil mén¢ vhodné pro samostatnou mikro-spektroskopii.
Vzdy vSak bude zapotiebi vynaloZit jisté Usili pro splnéni téchto pozadavkd, aniz by
byl zarucen uspéch.

Sestaveny postup lze porovnat s postupem uvedenym v ¢lanku [23], ktery vySel
v dob& sepisovani této prace. Clanek se zabyva laditelnosti zakazaného pasma
amorfnich kfemikovych nanocastic a to praveé za pouziti korelace mikro-spektroskopie

a AFM. Postup uvedeny v tomto ¢lanku byl nazvan Single-dot correlative microscopy
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a sestava z hrubého optického zarovnani, vicenasobného AFM skenu, uziti pohyblivé
Stérbiny v optické cesté¢ pied monochromatorem a v sestaveni vysledného obrazu
pirekryvem AFM skenti. Mnou uvedeny postup nevyzaduje pohyblivou $térbinu, ani
piekryv vice AFM skenu pies sebe a umoziiuje tedy rychlejsi zpracovani vysledki
jedinym AFM skenem a tedy i jejich rychlejsi ziskani. Postup v [23] vSak nevyzaduje
zadné dalsi néastroje, jako je Sablona, specidlni folie, nebo software, ani neklade
dodate¢né pozadavky na rozmisténi nanocastic oproti samotné mikro-spektroskopii a
tim se stava vyrazné jednodussi na provedeni. Zaroven je postup v ¢lanku [23] velmi
vhodny pro korelaci AFM skenu a mikro-spektroskopie vétSitho mnozstvi Castic
soucasn¢, zatimco postup uvedeny v této praci se zamétuje na jedinou nanocastici.

Daéle byl béhem psani této prace na zékladé mych méfeni a poznatkli vyvinut
postup pro korelaci Mgr. Annou Fucikovou, Ph.D. pro potieby vyzkumu na KCHFO
MFF UK. Tento postup nabizi mnohem rychlej$i provedeni, ale za cenu sniZeni
presnosti. Vyuziva vymezeni oblasti AFM skenu pouze za pouziti §térbiny. Hrot AFM
se hrubym optickym zarovndnim na kamefe monochromatoru zarovnd na stied
Stérbiny a po AFM a mikro-spektroskopickém meéteni se pouZzije bud’ triangulace na
zaklad¢é métitek kamer ziskanych v ¢asti 3.2.2, nebo obrazova analyza. Tento postup
umoznuje korelovat na oblasti 60 X 60 pm, ale stejné jako postup v ¢lanku [23]
nevyzaduje zadné dodatecné nastroje.

Kromé samotného navrhu postupu korelace AFM a mikro-spektroskopie je
vysledkem této prace kalibrace obrazii kamer a spektroskopické prométeni podlozek
pouzivanych pro AFM. Na zaklad¢ spektroskopického méfeni podlozek pro AFM bylo
urceno, Ze nejvhodnéjsi podlozka pro korelaci AFM a mikro-spektroskopie je slidova
podlozka typu V4. Oba tyto vysledky by samostatné mohli usnadnit budouci méteni
na pouzitych pfistrojich v laboratoti KCHFO.

Pro mikro-spektroskopicka meéteni na vlnovych délkach luminiscenéniho
spektra od 605 nm do 805 nm, bylo by moZné pouzivat i podloZzku z kiemenného
skla, nebot’ na téchto vinovych délkach byla jeji emise srovnatelna se slidovymi
podlozkami. Nevhodnou se kiemenna podlozka stava pro vinové délky luminiscence
ptiblizné 360 — 550 nm.

Ptekvapivy byl vysledek srovnéni slidovych podlozek typu V1 pro rtzné
tloustky. Ukazalo se, Ze ten¢i podlozka ma mirné intenzivnéjsi luminiscenci na celém

métfeném rozsahu vinovych délek. Je mozné, ze se jedna o chybu méteni, nebo se pfi
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ztenceni slidové podlozky vice projevovala ptitomnost sklenéného podlozniho skla,
které muselo byt umisténo pod slidovou podlozkou.

Déle byl ptekvapivym nartst intenzity luminiscenéniho zafeni slidovych
podlozek v okoli vlnové délky 407 nm. Pro tenci slidovou podlozku typu V1 tento
narast dokonce piesahoval intenzitu luminiscence sklenéné podlozky. Béhem méfeni
se tento narast bohuzel nepodatilo vysvétlit, ale je mozné, ze se jednd o ptirozenou
vlastnost slidovych podlozek, jelikoz tento nartist byl pfitomen u luminiscenénich
spekter vSech slidovych podlozek.

Dalsim vysledkem této prace je i reSerSe, z které sestava teoreticky uvod této
prace a mapuje zékladni principy a praktické aplikace obou korelovanych metod. Tato
reSerSe byla psana vhodnou formou ptedevsim pro ucitele fyziky, aby poskytla vhled

do modernich mikroskopickych metod.
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5 Zavér

Primarnim cilem této prace bylo sestavit navrh postupu pro korelaci AFM a
mikro-spektroskopie na souboru nanocastic. Pro sestaveni bylo nejprve nezbytné
provést délkovou a smérovou kalibraci kamer méfici sestavy a vybrat vhodnou
podlozku pro AFM méfeni, kterd nebude svym emisnim spektrem znehodnocovat
vysledky mikro-spektroskopie.

Vysledky kalibraci jsou uvedeny v ¢asti 3.2. Postup vybéru podlozky je uveden
v Casti 3.3, kde byla ur¢ena jako nejvhodné;jsi slidova podlozka typu V4, jelikoz méla
ze vSech méfenych nejslabsi emisni zafeni pro vétSinu vinovych délek. Samotny
postup korelace AFM a mikro-spektroskopie byl tispé$né sestaven a je uveden v ¢asti
3.4.5. Kapitola 3.4 obsahuje kromé samotného postupu také jeho odvozeni, predevsim
zaméteni jednotlivych ¢asti vzorku a sestaveni Sablony nezbytné pro navrzeny postup.
Samotny postup byl otestovan vedouci prace Mgr. Annou Fucikovou, Ph.D.

Sekundarnim cilem této prace bylo sestaveni reSerSe stavu AFM a mikro-
spektroskopické techniky. Tato reSerSe je uvedena v ¢asti 2 - Teoreticky uvod,
obsahuje zékladni principy obou korelovanych metod a jejich praktické aplikace.
ReserSe je cilena pfedevS§im na ucitele fyziky, aby byli sezndmeni s modernimi
mikroskopickymi metodami. S ohledem na sekundarni cil je teoretickd Cast psana
pfistupnou formou.

V zavérecné diskuzi (kapitola 4) jsou podrobné popsany vyhody i problémy
navrzeného postupu korelace. Hlavni vyhodou je potieba jediného AFM skenu a
hlavni nevyhodou je nezbytnost pouziti folie se Sablonou, nebo analogického
softwarového feSeni, které vSak nebylo soucasti této prace a nelze jej tak hodnotit.
V kapitole 4 je zaroven uvedeno srovnani s podobnymi postupy, které byly vyvinuty
v prubehu psani této prace.

Navrzeny postup je nyni mozné aplikovat ve vyzkumu luminiscence nanocastic
napf. upfesnit zavéry ziskané souborovym meétfenim luminiscence, dale urcit zavislost
charakteru emisniho spektra na pfesném tvaru a rozmérech jednotlivych nanocastic,
nebo detailné¢ proméfit zavislost emisniho spektra na vzdalenosti dvou blizkych
nanocastic. Postup je bohuzel obtizné reprodukovatelny na jinych méficich sestavach,
jelikoz je na miru navrzen na sestavu v laboratoti KCHFO MFF UK, pro jiné sestavy

by bylo nezbytné provést cely proces sestaveni postupu znovu.
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