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1. Cil metodiky

Zobrazeni vzork( pomoci optické mikroskopie je dnes povazovano za klasickou disciplinu. Zobra-
zeni objekt(d pomoci foton( ma viak své limity, zejmeéna co se tyka rozliSovaci schopnosti. Pomoci
viditelného svétla mizeme dosahnout rozlidovaci schopnosti cca 0,02 pm, takZze v klasicke kon-
strukei optického mikroskopu mizeme rozlisit cca 1000x vice nez lidskym okem. Tato pozorovani
v nékterych pfipadech nepostaéujl, protoZe je potifeba studovat objekty, které jsou vyrazné mensi,
a proto je nutné pouzit jiné zafeni, které ma kratsi vinovou delku, nez je vinova délka viditelneho
zareni. Pro zobrazenl mikroobjektl se vyuzivaji elektronové mikroskopy, kdy optické éocky jsou
nahrazeny elektromagnetickymi ¢otkami a misto foton(l jsou ke zkoumani objektl vyuzivany
urychlené elektrony. Kromé jiz zminéné rozliSovaci schopnosti - vinové délky urychlenych elek-
trond jsou o mnoho fadi mensi nez vinové délky fotonl viditelného svétla, profo ma elektronovy
mikroskop mnohem vy$si rozlidovaci schopnost a miZe tak dosahnout mnohem vyssiho zvétseni
(aZ 100000%), je prednosti elektronovych mikroskopl zobrazeni vzorkd v sekundarnich (SE) a
zpétné odraZzenych elektronech (BSE), véetné moznosti — diky rentgenovému zafeni — spektralni
analyzy. =

Cilem této metodiky je zpracovani postupl zobrazeni a analyz vzorkl pfi posuzovani pravosti vy-

tvarnych dél s vyuZitim elektronové rastrovaci mikroskopie.

2. Vlastni popis metodiky

2.1 Zakladni pojmy

. SEM/EDS (Secanning Electron Microscopy with Energy Dispersive Spectroscopy) — rastro-
vaci/skenovaci elektronovy mikroskop ve spojeni s energiové disperznim mikroanalyzatorem
rentgenového zafeni a detektorem sekundarnich a zpétné odraZenych elektront / skenovaci
elektronova mikroskopie s energiové disperznim spektrometrem — prvkovou analyzu lze provést

pfimo na mikrovzorku nebo vybrusu, nabrusu

] WDS (Wave Dispersive X-Ray Spectroscopy) — vinové disperzni spektroskopie

. BSE — zpétné odrazené elektrony (z anglického Back Scattered Electrons)

. SE - sekundamni elektrony (z anglického Secondary Electrons)

. uhlikovy tercik - uhlikova folie (D = 12,7 mm) s adheznim povrchem, je vyuzivan k fixaci
vzork(l pfed vloZenim do komary elektronoveho skenovaciho mikroskopu

o vzorek — odebrany mikrofragment za G¢elem identifikace a analyzy vytvarnych materialt

z uméleckého dila (¢ast odebraného materialu — diievo, textil, malba, polychromie)

2.2  Princip instrumentalni analyzy SEM/EDS

Zdrojem elektrond v elektronovém mikroskopu je elektronova tryska, kde dochazi ke generovani

elektronového svazku - proudu elektrond. V sougasné dobé se nejCastéji pouzivaji 3 zakladni typy
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zdroji - wolframova katoda — lanthan hexaborid (LaB6) - autoemisni tryska (FEG - field emission
gun, Schottkyho katoda). Prvni dva zdroje se nékdy nazyvaji Zhavenymi nebo take termickymi, a
lisi se mimo jiné i velkosti plochy, ze které jsou elektrony emitovany.

Elektrony, které se podileji na tvorbé obrazu, vznikaji pfi interakci primarniho elektronového svazku
se vzorkem. Prakticky pouze z minimalni hloubky vznikaji tzv. Augerovy elektrony, z vétsi hloubky
pfi interakeich primarnich elektrond z elektronového svazku s hmotou vzorku a vyrazenim elek-
tront z elektronového obalu prvkl pfitomnych ve vzorku vznikaji tzv. sekundarni elektrony. Tyto
elektrony nesou v sobé primarné informaci o morfologii (topografii) povrchu vzorku. Z vétsi hloubky
se k detektorim dostavaji tzv. zpétné odrazené elektrony, které nesou v sobé castecnou informaci
o sloZeni vzorku, &im je vyssi atomové &islo prvkd pritomnych ve vzorku, tim se vzorek jevi v de-
tektoru jako svétlej&i. Z nejvétsi hloubky difrakéniho objemu vznika rentgenove zafeni, které v sobeé
nese detailni informaci o sloZeni vzorku. Toto zafeni vznika pfi pfeskoku elektronu z vyssi energe-
tické hladiny na niz&i energetickou hladinu, ktera je uvolnéna vyrazenim sekundarniho elektronu a
obsazena elektronem z vy&si energetické hladiny pfitomného prvku. Kvanta rentgenoveho zafeni
je moZné detekovat pomoci energiové disperzniho spekirometru (EDS) nebo vinové disperzniho
spektrometru (WDS). Tyto spektraini linie jsou charakteristické pro prvky pfitomne ve vzorku a
oznaduji se jednotlivymi energetickymi hladinami orbital, ze kterych elektrony peskocily (K, L, M,
atd.).

Jednotlivé typy zafeni a elektronii jsou detekovany samostatnymi detektory a vyuzivaji se pro cha-

rakterizaci vzorku.

2.3 Poiadované referen¢ni materialy nebo etalony

Nejsou vyZadovany.

2.4 Pravidla bezpeénosti a ochrany zdravi pii praci

Prace se provadi v laboratornich podminkach za dodrzovani laboratorniho fadu. Pii manipulaci se
vzorky v komoie elektronového mikroskopu je tfeba pouzivat ochranne pryZové rukavice bez pu-

dru.

2.5 Nastroje, pfistroje, zafizeni, kalibrace, podminky méfeni

. hlinikové nosiée s adheznimi uhlikovymi féliemi nebo uhlikovymi paskami
. vakuova uhlikova / Au napradovacka (napradovacka kovl)
. elektronovy skenovaci (rastrovaci) mikroskop s termaini nebo Schottkyho (autoemisni)

katodou), minimalné vybaveny detektory BSE, SE a energiové disperznim spektrometrem
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Kalibrace

Pokud nema operator jistotu, Ze pozice oznaéujici jednotlivé prvky, pfesné odpovidaji pozicim
prvk( ve spektru, je nutné zkontrolovat energetickou kalibraci. Kontrola by méla byt provedena
v zavislosti na stabilité detektoru a doporuéenimi operaéniho manualu, nebo operaéniho po-
stupu, nejméné 1- 2x rotné. K této energetické kalibraci je vhodne pouzit standard gistého
prvku, obvykle kovového, napi. Cu, Co, apod., a pfisludnou softwarovou proceduru. System
provede kalibraci a po jejim skonéeni zobrazi rozlifovaci schopnost detektoru, ktera se ob-
vykle pohybuje okolo 120-130 eV, a je definovana jako $ifka analyticke linie MnKa v poloviné
jeji vysky — FWHM (tzv. pologitka piku - Full Width at Half Maximum).

Fodminky méreni
Vzorek i pfipadny standard mus{ byt méfen vZdy za identickych a reprodukovatelnych podminek.
Jedna se zejména o pracovni vzdalenost, naklon vzorku, urychlovaci napéti, tok elektrond (beam
current, ktery se méfi na tzv. Faradayové kleci), vzdalenost detektoru (pokud ji Ize ménit) a dalsi

parametry.

2.6 Metodika

Pro zobrazeni vzork( a jejich analyzu metodou SEM/EDS je nutné vzorky fixovat nejlépe na ad-
hezni uhlikové — nevodivé - teréiky /pasky, které jsou nalepené na hlinikovych trnech.

e
Obr. 1 —fixace volngho vzorku na uhlikovem terciku
{(pramér uhlikoveho teréiku — 10 mm)
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Obr. 2 — fixace vzorku upraveného v nabrusu na uhlikovem terciku
(promér uhlikoveho teréiku 25 mm)

Pfipravené SEM/EDS vzorky na adheznich uhlikovych féliich jsou uchovavany v plastovych bo-
xech, které umoziuji pfipadny snadny transfer na pracovisté SEM/EDS.

Fixované vzorky je moZné viozit piimo do komory elektronového rastrovaciho mikroskopu a zob-
razovat a analyzovat za podminek nizkého vakua, tzn., Ze vzorky fixované na nosicich jsou zpU-
sobilé pro zobrazeni a analyzu, avsak jejich jejich zobrazeni muze mit horsi Uroven z divodu toho,
#e molekuly vzduchu bréani prichodu elektronového svazku. Oproti tomu vysoke vakuum, ktere
vyzaduje autoemisni katoda, je dobry elektricky izolant.

Pro studium vzork( ve vysokém vakuu je tfeba pfed samotnou SEM/EDS analyzou potahnout po-
vreh vzorku tenkou vrstvou kevu/uhliku, aby se zamezilo vzniku elektrického naboje na vzorcich.

Pro tyto U&ely je pouzZivana vakuova napradovacka.

Vzorky (s pokovenym/pouhlikovanym) povrchem, fixované na adheznich uhlikavych foliich, jsou
viozeny do komory elektronového mikroskopu, a je provedena vakuace komory. Po prislugné kon-
trole sefizeni el. mikroskopu je v rezimu zpétné sekundérnich elektrond sledovana topografie po-
vrehu, v re2imu odrazenych elektron( je pak pozorovana morfologie objektl ve fazovem kontrastu

charakteristicka pro dany vzorek, stratigrafie vrstev, apod.
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EEMMAS TBAEs |

J Lnéné vidkna

Obr. 4 Zobrazeni morfologickych vlastnosti viaken a textilii v elektronovém rastrovacim mikro-
skopu (Tescan Lyra 3)

SEM HY: 20.0 RV
Det: BSE i
WD 10,84 mm

v field: P44 pm 5 o

Kremer &.10130

SEM MADG: 13,1 kx 1ol | |

Kriminalisticky stav

oy
| | | | LRa3TESE

Det: BSE
WD; 10,84 mm

Wiew field: GE.4 pm 20 pm
Hriminalleticky ostav

Kremer ¢.10130




CM VaVal & 123 strana 10 Cislo verze: 01-2021

SEM HY: 200KV EEM MAS: 418 ke it LYRAZ TEEE| SEM ¢ EEMMAG: 488k | | | LYRAITESC
Det: BSE Wiew field; 267 pm 5 pm View flafd: 5.5 pm |20 pm
WO 10,60 mm Fnminalesticky ustay W 1080 mm Kriminafi=iicky ilgiav

Kremer €. 43125 Kremer &. 43125

Obr. 5 Zobrazeni morfologie pragkového pigmentu — Neapolska Zlut' - Kremer

(Zluté méritko: 120 um)
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SEMHY: 20.0%V | SEMMAGI 18T kx | | | | | LYRAZ TESCAN

Kriminallsticky dstav
Obr. 6 Zobrazeni stratigrafie vrstev dvouvrstvého barevného systému upraveného do nabrusu —

barevny snimek byl zhotoven pomoci digitalniho mikroskopu Hirox; zobrazeni identického barev-
ného systému v elektronech (BSE, elektronovy mikroskop Tescan Lyra 3) v sedych ténech

Spektralni analyza vzork( a pigmentovych &astic, semikvantitativni analyza

Po pofizeni obrazové dokumentace povrchu celistvého vzorku nebo stratigrafie vrstev je v rezimu
BSE provedena prvkova analyza pfisluénych lokaci vzorku a zrn pigmentu metodou EDS. Spek-
tralni analyzou se ziska elementarni sloZeni anorganickych komponent vzorku, a to jak jednotli-

vych mikro&astic pigmentd, tak i doprovodnych latek.

SEM HY: 20,0 kW SEM MAG: 1.87 Kx : | = B ! LYRAZ TESCAN
Det: BSE View fleld: 204 pm 50 pm
Wiz B.04 mm Kriminalisticky ostay
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méfenych bodd

Oznaceni mé&fenych bodil na vzorku &isly a vysledky spektrainfl analyzy jednotlivych

prvek 1 2| 3
Al 29,71 1,30 9,16
Si 0,56 0,00 4,76
S 2959, 4555/ 15,11
Se 6,10 0,00 0,00
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. Cd 29,18 3,27 0,00
Mg 0,00/ o000 125
Cl 0,00 0,00 0.88
K 0,00 0,00 0,61
_ Ca 0,00, 0,00 099
Ti 116| 0,00] 35075
Fe 0,00 0,00 1,04
| 2Zn 3,71| 4988 .17
Ba 0,00 0,00 9,73
P | o000] 000 U1E1
suma 100,00 1000 100,0]
 Semikvantitativni pfepocet - obsah chemickych prvkd v hmotnostnich %

Obr. 7 zobrazeni a analyza barevnych vrstev pomoci elektronového rastrovaciho mikroskopu
Tescan Lyra 3 s energiové disperznim mikroanalyzatorem Bruker

Bodové & plodné EDS analyzy vzork( vytvarmnych dél mohou byt doplnény tzv. mappingem

SEM/EDS analyzované &astice ve vzorku, za téelem zjisténi distribuce chemickych komponent

v dané analyzované oblasti, kdy je obsahu jednotlivych prvku pfifazena barva a lze tak studovat

vzajemné vztahy jednotlivych fazi. — viz obrazky nize. Doba akvizice téchto map zavisi na veli-

kosti zkoumané plochy, pozadovaném rozliseni mapy, rychlosti detekioru a intenzité signalu.

SEM/EDS mapping je pomémé efektivni v pfipadech, kdy je moZné provest mikrofez FIBem

(fokusovanym iontovym svazkem), ktery umozni studium vnitini struktury castice Ci krystalu.

EDS Layered Image 1

'J.Upm'

zrno Neapolské Zluté ve zpétné odraze-
nych elektronech (BSE)

zrno Neapolské Zluté v sekundarnich elektro-

nech (SE)
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Vymapovani distribuce chemickjch komponent z&jmového zrna Zluté v barevné vrstvé. Ba-
revnost v jednotlivych snimeich vyjadiuje mapu distribuce kazdého jednotlivého chemickeého

i— i prvku v dané lokaci.
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EDS Layered Image 1

Pfekryv nepravych barev vymapovanych jednotlivych chemickych kompunent — prvkové ma-

povani

—
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As Wit ' |

Vymapovani distribuce chemiEkjrch komponent zajmoveho zrna ZIuté v barevné vrstvé. Inten-
zita barevnosti mappingu (quant map) jednotlivych chemickych prvkd je dana jejich hmotnost-
| nim obsahem v dane lokaci

Obr. 8 — PFiklad moznosti prvkového mapovani zrna zluté v barevné vrstvé — ilustracni pfiklady
(elektronovy rastrovaci mikroskop Tescan Mira Rice 3 se systemem Aztech)

2.7 Metody zaznamenavani pozorovani a vysledka

Objekty zobrazeni a analyzované vzorky a jejich detaily, véetné analyz a semikvantitativnich dat
jsou operatory ukladany na pevny disk méficiho PC do souboru oznac¢eného vhodnym zplsobem
(napf. podle roku analyzy, piifazeného Cisla vzorku v evidenci apod.) a spravcem zafizeni jsou
periodicky (minimainé 1x za pll roku) ukladany na vhodné externi medium (napf. nosi¢ CD-R nebo
externi disk). Tato data jsou také soucasti vystupii méfeni metodou SEM/EDS.

3. Dolozeni novosti postupli

Komplexni postup/princip analyzy vzork( z uméleckych dél metodou SEM/EDS nebyl dosud pro

forenzni laboratofe komplexné zpracovan.

4, Popis uplatnéni metodiky (pro koho je uréena a jakym zpliisobem bude uplatnéna)

Tato metodika se vztahuje na zobrazeni morfologie vzorkd, a jejich spekiralni a semikvantitativni
analjzu, a to zejména anorganickych komponent vzorkl z uméleckych dél. Je primarné uréena
pro pouzitf v rdmci kriminalisticko-technické a znalecke sluzby PCR. Déle je uplatiiovana v praxi
odbornych slozek Narodni galerie Praha v ramci posuzovani pravosti vytvarnych del. Muze byt
uréena i pro daléi odborna specializovana pracovistd a subjekty statni spravy, univerzit a labora-

tofi sbirkotvornych instituci zabyvajici se analyzou umeéleckych dél.
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