SKANOVACI ELEKTRONOVY MIKROSKOP

SEM — pozorovani povrchu
ruznych objektu |

SyStém nep‘ﬂ’mého (viditelné fotony)
pozorovani a snimani obrazu

Ke tvorbe obrazu se vyuzivaji
sekundarni nebo odrazené ARt
elektrony (uvolnenée

Z povrchu preparatu po
dopadu primarnich elektronu).
Vyhoda: velka hloubka
ostrosti, |ze zobrazit Clenity
povrch libovolne tlusteho
preparatu

| s velkymi vyskovymi rozdily.




Dalsi vyuziti: v preparatove komore vznika pri interakci
urychlenych elektronu s hmotou vzorku fada dalSich signalu
— rtg. zareni, Augerovy elektrony, katodoluminiscence —ty
nesou dalsi informace o vzorku (lze urCit prvkove slozeni
preparatu v dané oblasti, kvantitativhi zastoupeni jednotlivych
p rVklj ) . 10A Auger electrons

50-500 A secondary electrons
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Signaly vyuzivané v SEM

vsechny signaly s vyjimkou rtg. zareni
a Augerovych el.

odrazené el., Augerovy el., rtg.zareni,
katodoluminiscence

Augerovy el., rtg. zareni

odrazené el., sekundarni el, transmitované el.,
rtg. zareni




SKANOVACI ELEKTRONOVY MIKROSKOP
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Konstrukce SEM

« TRYSKA: emituje paprsek urychlenych elektronu

- DVOJITY KONDENZOR: kondenzorové ¢ocky maiji za
ukol zfokusovat paprsek elektronu (aby nedochazelo k
prekryvu radku).

Na zfokusovani zavisi rozliSovaci schopnost (u TEM na
objektivové CocCce).

« OBJEKTIV: dale zmenSuje prumér paprsku a zaostfruje
ho na povrch preparatu na plochu o priuméru 5-10 nm.

V objektivu jsou 2 pary vychylovacich civek, ktere
vychyluji paprsek ve 2 na sebe kolmych smérech ({].
paprsek rastruje na povrchu preparatu malou plosku —
po radcich podobné jako paprsek TV obrazovky).

Pomoci zmén malych proudu v objektivu se zaostruje
obraz.



GENERATOR: napaji vychylovaci civky a soudasné
vychyluje | paprsek obrazovky.

Synchronné s primarnim svazkem elektronu tedy
rastruje i paprsek, ktery tvori obraz na obrazovce.

Po dopadu primarniho paprsku elektronu jsou z povrchu
preparatu vyrazeny sekundarni elektrony.

Sekundarni elektrony jsou pritahovany DETEKTOREM,
pak jsou urychlovany k SCINTILATORU.

Po dopadu na scintilator z ného vyrazi fqtony, ktere
potom svetlovodem vstupuji do FOTONASOBICE.

Elektricky signal z fotonasobice je zesilen
ZESILOVACEM a urcuje intenzitu paprsku na
obrazovce.
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» STIGMATOR: ke korekci
astigmatismu elektromagnetic-
kych Cocek (velky vliv na
vyslednou kvalitu obrazu).
Nutno korigovat casto.

- RADKOVANI: Ize ménit pocet Fadku i rychlost pfeb&hu
paprsku v jednom radku.

Pri hledani, zaostrovani a korekci obrazu - rychlejsi
prebeh- lze plynule sledovat zmeny v zobrazeni, ale
klesa pomer signalu k sumu.

Pri zaznamu obrazu — pomala rychlost prebehu.

- ZVETSENI: je dano pomérem plochy, kterou rastrujeme,
ku velikosti obrazovky, na které pozorujeme.

Tedy: velka rastrovana plocha — malé zvetseni
mala rastrovana plocha — velké zvétSeni



TEM SEM
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Tvorba obrazu

° KONTRAST electron /
v SEM se na jeho tvorbé podileji et To Detedtor
3 jevy:

« topograficky (reliefovy) kontrast

* hranovy jev

* materialovy kontrast
Topograficky kontrast:

preparat mohou opustit jen
sekundarni elektrony uvolnéné
v tenké vrstvé pod povrchem, sekund. elektrony uvolnené
hloubéji, zustanou uvnitf preparatu.
Sekundarni elektrony maji nizkou energii a rychlost, proto
se z vyvysenin na povrchu preparatu dostane do detektoru
vice sekundarnich elektronu ...intenzita signalu z detektoru je
vysSi ...svétlé misto na obrazovce. Prohlubeniny — naopak.




Hranovy jev: dopad primarniho svazku elektronu zvétSuje
oblast, ze které se mohou uvolnit sekundarni elektrony,
zvySuje se tedy i signal z detektoru. Ve vysledném
obraze se hrany zobrazuji jako presviceneé oblasti — to
ale neznamena, ze jsou vyvysene.

Tvorba kontrastu v SEM

*Uvolnovani sekund. el. v
tenké vrstve pod
povrchem

«Zmenseny uhel dopadu —
primar el. déle u povrchu
— vetsSi emise sekund. el.

*Okrajové plochy objektu
budou svétle, plochy
kolmé na paprsek tmave




Materialovy kontrast: zavisi na schopnosti jednotlivych
materialu uvolfiovat odrazené nebo sekundarni
elektrony.

Cim vyssi atomové éislo, tim vétsi emise.
Biologické objekty: mala emise sekund. elektronu, nutno
povrch pokovit.

koeficient
produkce
odrazenych

elektront 0.4l

0.3

0.2

o0 a0 ee o oo ZAvislost koeficientu produkce
atomové ¢islo Odrazenych elektronﬂ na atomOVém él'Sle



Faktory ovlivnujici kvalitu vysledneho
obrazu v SEM

Volba urychlovaciho napeti
Naklon vzorku

Nabijeni vzorku

Pracovni vzdalenost
Kvalita pokoveni




Volba urychlovaciho napéti

High resolution

Clear surface structures

Less damage

Less charge-up

Less edge effect

High

Unclear surface structures

More edge effect

More charge-up

More damage

Low resolution

S G




Ovlivnéni hloubky penetrace svazku
urychlovacim napétim




VIiv naklonu vzorku

(a) Tilf angle: 0°

P



Ovlivnéni nabijeni vzorku
- zménou urychlovaciho napéti

(D) fT?kV




PoSkozovani vzorku elektronovym
svazkem

(a) Undamaged specimen



Vv pracovni
vzdalenosti

Small

High resolution

Smaller depth of field

Low resolution

Greater depth of field

wo: 20mm

wo: 38mm



(&) Uptimum coating (h) Too thick coating



Prehled chyb a poruch snizujicich kvalitu vysledného

obrazu:
NEOSTROST
 Spatna volba urychlovaciho napeti
* nestabilita zdroje elektronového svazku zpusobena nedostateCnym
zhavenim katody
» chybné serizeni primarniho elektronového svazku
* nedokonalé vycentrovani aparatury objektivu
» nedostateCna korekce astigmatismu
« prili§ velké zvétSeni
 Spatné fokusovany svazek elektronu (nezaostfeno)
» Zznacna plosna hustota naboje na povrchu vzorku
» nezaostreny fotoaparat nebo CCD kamera
CELKOVE NiZKA KVALITA OBRAZU
 Spatna volba urychlovaciho napeti
» chybné nastaveni velikosti proudu primarniho svazku elektronu
« zfetelny Sum vyvolany nadmérnym zesilenim fotonasobicCe
» chybné nastaveny jas a kontrast pro fotografovani
* nevhodna vzajemna poloha vzorku a detektoru
» nedokonale pripraveny vzorek
» chybna expozice nebo spatne zpracovany snimek



FAKTORY ZPUSOBUJICi LOKALNi PORUCHY OBRAZU
e nestabilita emise elektronového déla

« znacna plosna hustota naboje na povrchu vzorku
 mechanické vibrace

* vnejsi elektromagneticke pole

* necistoty na vzorku

DEFORMACE VZORKU

» termicke poskozeni primarnim elektronovym svazkem
 zmena teplotniho gradientu vzorku

» zkresleni zpusobené naklonem preparatu

* velky plosny naboj na povrchu vzorku

* poskozeni vzniklé pri priprave vzorku



PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

Vlastnosti vzorku pro SEM

nesmi obsahovat vodu

bez necistot, neposkozeny
mechanicky pevny a stabilni
vodivy

nejsme limitovani tloustkou
a velikosti vzorku

vyskove Clenity vzorek -
vyhoda

ODBER VZORKU A OCISTENI
\

FIXACE

\
ODVODNEN]

¥
SUSENI — metoda kritického bodu

v
NALEPEN| VZORKU NA TERCIK

J
POKOVENI

J
PROHLIZENI V SEM

y

DOKUMENTACE



PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

ODBER MATERIALU A OCISTENI

Tvrdé tkané — kosti, vlasy, zuby,
nehty, kutikularni vrstvy u hmyzu,
pylova zrna, semena, rozsivky,
drevo...- neni nutno upravovat,
pouze zajistime vodivost povrchu

Mekke tkané — nutno fixovat,
odvodnit, vysusit a pokovit. Nutno
odstranit hleny, zbytky krevnich
srazenin apod., ktereé by branily
pozorovani.

Cisténi: jehlou pod
stereomikroskopem, oplachem,
sonifikaci, ofukem tlakovym
vzduchem, suspenze
opakovanou centrifugaci

ODBER VZORKU A OCISTENI

FIXACE

J
ODVODNENI

J
SUSENI — metoda kritického bodu

J
NALEPENI VZORKU NA TERCIK

v
POKOVENI

v
PROHLIZENi V SEM

V

DOKUMENTACE



PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

FIXACE - chemicka ODBER VZORKU A OCISTENI

 stabilizace a mechanické EIXACE
zpevneni vzorku, zachovani
vnéjSiho tvaru jako v nativnich ODV?DNENl

podminkach SUSENI — metoda kritického bodu

* podobne jako u TEM — i
glutaraldehyd, formaldehyd, NALEF’E?I VZORKU NATERCIK
oxic osmicely - POKOVENI
* veétsSi vzorky — nutna fixace i
delSi dobu PROHLIZENI V SEM
\

* vypirani - pufry DOKUMENTACE



FIXACE
Spravné x Spatné

Ascaris sp. Ascaris sp.
Fixace 4% formaldehydem Fixace 96% ethanolem



PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

ODVODNENI

 vzestupna alkoholova,
acetonova rada (chemikalie
pro EM)

« objekty muzeme vkladat do
mikroporeznich koSicku

* Priklad postupu: vzorek
po fixaci uchovan v 70%
ethanolu, odvodnéni po 15
min v 80%, 90%, 95%, 100%
ethanolu,

100% ethanol : 100% aceton
- 21, 2:2, 1:2, 100% acetonu

ODBER VZORKU A OCISTENI
J

FIXACE

ODVODNENI

SUSENI — metoda kritického bodu

J
NALEPENI VZORKU NA TERCIK

v
POKOVENI

v
PROHLIZENi V SEM

V

DOKUMENTACE



PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

SUSENI . e
ey ODBER VZORKU A OCISTENI
 metoda kritického bodu !
* po nahrazeni vody ve vzorku je FIXACE
nutno se zbavit dehydratacniho 2
&inidla ODVODNENI
* suseni na vzduchu — tvarove USENI — metoda kritického bodu
deformace — proto metoda i
kritického bodu NALEPEN|i VZORKU NA TERCIK
POKOVENI
4
@ " PROHLIZENI V SEM
DOKUMENTACE

povrch okvétniho listku ruze



 Critical Point Dryer (CPD) — specialni aparatura
* Vlysouseci Cinidlo - CO,,
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« metoda vychazi z fyzikalnich vlastnosti kapalin, u nichz nad
kritickym bodem K danym kritickym tlakem p, a kritickou
teplotou T, mizi rozhrani mezi kapalnou a plynnou fazi.

pro vodu: T, 374 °C, p, 21,8 MPa
pro CO,: 31 °C, 7,3 Mpa

olPal

K]

A —vychozi stav; B —konecay stav



V uzavreném prostoru se pfi zvysovani teploty kapalina a nad ni se
nachazenici para chovaji rozdilne.

Kapalina se teplem roztahuje, tim zmensuje prostor pro paru. Para s
rostouci teplotou zvySuje svuj tlak.

Hustota kapaliny klesa, hustota pary stoupa. Pri urcité teplote se
hustota pary a kapaliny vyrovnaiji.

V tom momente se na hladine kapaliny ztraci povrchoveé napéti.
Povrchoveé napéti mizi i na povrchu preparatu, ktery je v kapaliné
ponoren.

Po zvyseni teploty nad kriticky bod je mozno snizit tlak, aniz by doslo
ke kondenzaci pary.

Postup:

Tlakova komurka se vychladi, vloZi se vzorky.

Komdurka se napusti kapalnym CO, , ten se nékolikrat vyméni, aby se
uplné nahradilo organicke rozpoustedio.

Céast komory se odpusti a pak se za&ne zahfivat. Roste teplota i tlak az
po dosazeni kritickeého bodu.

Potom se vypousti plynny CO, .

Po dosazeni atmosférického tlaku se komora otevre a vyjmou se
vysusene vzorky.



PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

NALEPENIi VZORKU NA TERCIK OLiBER VZORKU A OCISTENI

. objek,ty sewlepl na hlinikové EIXACE
kKruhove tercCiky }
- pomoci oboustranné pasky ODV?DNEN'
uhlikové nebo adhesivni SUSENI — metoda kritického bodu
 vodivy stribrny lak i
» orientace vzorku pod ALEPENI VZORKU NA TERCIK
.y : ¥
preparacnim mikroskopem POKOVENI
v

o/ PROHLIZENi V SEM

DOKUMENTACE




PRIPRAVA VZORKU PRO SEM

POKOVENI

 VVysuSené biologické objekty jsou temer

nevodive. . e
* V SEM by se proto na nich hromadil OQBER VZORKUA OCISTEN
elektricky naboj a to by znemoznovalo EIXACE

pozorovani. i

* Povrch preparatu se proto pokryje ODVODNENI

vrstvou kovu cca 10-20 nm. J

- Pouzivané kovy: zlato, platina, slitna ~ SUSENI — metoda kritického bodu

platiny a paladia y »
NALEPENI VZORKU NA TERCIK

PROHLIZENI V SEM

v
DOKUMENTACE




Vakuoveé naparovani:

Vv naparovaci aparature za vysokeho vakua, kov se zahfiva, z povrchu
se zacnou odparovat jednotlivé molekuly, Sifi se vSemi smery, po
dopadu na chladngjsi predmeéty na nich kondenzuiji.

lontové naprasovani:

* za nizkeho vakua, v argonove atmosfere (Ize
pouzit i zfedény vzduch)

« UcCinkem elektrického napéti v ni vznika
magnetickym polem usmernény vybo.

* Urychlene ionty plynu narazeji na zlatou
elektrodu takovou energii, ze z elektrody
vyrazeji atomy kovu, ty se potom v prostoru
vyboje srazeji s dalgimi ionty plynu. Kov se
prltom rozptyluje vSemi smery.

. Céstecky kovu kondenzuji na preparaté ze
vsech smeru.

« TlouStka nanosu je umérna proudu mezi
anodou a katodou a dobe pokovovani.

* Tloustka naprasené vrstvy by méela byt
dostateCna, aby odvedla naboj, ale neméla by
zakryvat povrchoveé detaily.




Eudiplozoon nipponicum - Platyhelminthes — Monogenea - Diplozoidae
Parazit - zabry kapra - zivi se krvi
Zajimavy vyvojovy cyklus
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Eudiplozoon nipponicum - vajiCko
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Eudiplozoon nipponicum — juvenilni jedinec




Eudiplozoon nipponicum — adultni jedinec




Kmen: Platyhelminthes (plosténci)

Cestoda (tasemnice) Digenea (motolice) N
Taenia taeniaeformis (tasemnice ko&i¢i) Schistosoma mansoni (krevnicka)



Nematoda (hlistice)

Ascaridia hermaphrodita Ascaridia platyceri



Ascaridia hermaphrodita Ascaridia platyceri



Ascaridia platyceri
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Pongobius hugoti
Nematoda, fad: Oxyurida, Celed:
Oxyuridae, podceled: Enterobiinae

Hostitel:
Pongo abelii - orangutan

Lokalizace: Paraziti byli nalezeni
v Cerstvém trusu hostitele a ihned fixovani.

Lokalita: Bukit Lawang, narodni park
Gunung Louser, severni Sumatra,
Indonésie

Pongobius hugoti

Samice:

A — hlavovy konec, apikalné
B — hlavovy konec, lateroventralné
C — lateroventralni pysk

D — anus

E — zadni ¢ast téla

F — vajicko

G — detail subpolarniho vicka
Samec:

H — celkovy pohled

| — detail ocasku




SEM MAG: 159 x DET: SE Detecor IX O d eS rl C I n u S
HV: 15.0 kV DATE: 04/28/09 500 um Vega ©Tescan

rv \'4 r
VAC: Hivac Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging ( kI | Ste (0] b eche )




Pediculus humanus
capitis (ves détska)
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ICa

Musca domest

(moucha domaci)
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FYZIKALNI METODY

Mikrovilny — pro urychleni chemickeé fixace atd.
Kryofixace — rychla pfiprava, zachovani povrchové
struktury, popfr. studium vnitfni struktury (mraz. lamani)
- co nejrychleji, aby nevznikaly krystalky ledu
-viz TEM

Mrazové suseni (Freeze - drying)

- neni-li kryodrzak

- zmrazeny preparat do vakua, necha se vysublimovat
led, pokoveni Au



Mrazové lamani (Freeze — fracturing)

* lom ve zmrazeném biologickem materialu cestou
nejmensiho odporu, nejcasteji podél membran
 odhaleni vnitfnich povrchu bunéénych struktur

* vizualizace téchto struktur depozici platiny a uhliku ve
vakuu

» sejmuti repliky

« pozorovani mozné v TEM i SEM

 studium funkcni morfologie bunék

* pozn. pred zmrazenim mozna fixace glutaraldehydem,
oSetreni kryoprotektantem (glycerol); popf. krok ,leptani® =
etching — zahrnujici sublimaci ledu ve vakuu — muze
probéhnout po lamani (fracturing).



Mrazové leptani (Freeze — etching)

- studium povrchu odhaleneho po odkrojeni zmrazeneho
preparatu

- castecna sublimace ledu z obnazeneho povrchu za
snizeneého tlaku

- nastinovani (Pt, C)
- prohlizeni v mikroskopu s kryodrzakem

Schematické znazornéni metody
mrazového leptani: a)fez zmrazenym
objektem a sublimace ledu z jeho
povrchu, b) schéma membrany: ES -
vnéjSi exoplasmaticky povrch, PS - vnitfni
protoplasmaticky povrch, EF - zlomova
plocha na exoplasmatické Casti
membrany, PF - zlomova plocha na
protoplazmatickeé Casti, c) interpretace
lomem odkrytych ploch jaderné
membrany (jm) a cytoplazmaticke
membrany (cm)
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Gun mounting
arc

Cold shroud

Port for specimen
entry

Thin film (quartz crystal)
monitor (mounted
inside cold shroud)

Microtome
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Carbon electrode
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Turbomolecular
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Freeze Fracture Scheme




Fracturing of
cell monolayers

t

Knife fracture Tensile fracture
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ENVIRONMENTALNI SEM

» Pozorovani nevodivych preparatu

* Moznost pozorovani zavodnénych preparatu (bez
upravy, ktera muze vést ke vzniku artefaktl) s obsahem
vody 70-90%

« Pracovni podminky: nizké vakuum (cca 3000 Pa,
normalni SEM 0,001 Pa)

* Vnitfni prostor téchto mikroskopu je rozdélen do nékolika
navzajem oddélenych komor, které jsou Cerpany na ruzné
hodnoty tlaku. Tlak klesa smerem od elektronového déla
ke komore preparatu.



Moderni EREM muze byt provozovan ve trech zakladnich operacnich modech :
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Vacuum diagram of ESEM (LaBg-filament)
http://www.poco.phy.cam.ac.uk/research/esem/index html
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High vacuum — vhodny pro
vysusené, elektricky vodivé vzorky.

Low vacuum — (asi do 330Pa)
vhodny pro elektricky nevodive
vzorky bez nutnosti zvodiveni jejich
povrchu.

ESEM - (asi do 2500Pa), vhodny
pro vysoce vlhké nevodive vzorky
bez nutnosti zvodiveéni jejich
povrchu a dynamické . in situ™
experimenty jako je napf. tani,
tuhnuti, kondenzace aj. (¢asto s
vyuzitim chlazeného ¢1 vyhtivaneho

drzaku vzorku).



« K tvorbé obrazu se vyuzivaji sekundarni i odrazené
elektrony, ktere ionizuji molekuly plynu v prostoru mezi
vzorkem a detektorem a elektrony uvolnene pri ionizaci
prenasi signal dal do detektoru sekundarnich elektrond.

« Cenou za moznost prohlizet zavodnéné preparaty je
shizena rozliSovaci schopnost.

Zvyseny pocet interakci elektront s molekulami a atomy
plynu zpusobuje rozptyl primarniho elektronového
svazku, prumér stopy primarniho elektronového svazku
se zvetsi a tim se zhorsuje rozliSovaci schopnost.

* Na povrchu nevznikaji nabijeci artefakty.



4/29/2009 mag H |pressure| temp 30 um
11:47:39 PM [15.00 kV | 1289 x| 710 Pa |2.0 °C Quanta FEG

4/30/2009 HV mag o |pressure temp 40 pm
1:15:12 AM|15.00 kV'2 522 x| 709 Pa 2.0 °C Quanta FEG
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mag o ’pressure L O — YT

2:39:46 AM|15.00 kV|2 224 x| 719 Pa (2.0 °C Quanta FEG






