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Biologicka elektronova

!'_ mikroskopie

Jana Nebesarova
Laborator elektronove mikroskopie
PrF UK Praha, BC AV CR Ceské Bud€jovice
E-mail: nebe@paru.cas.cz
http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html




Co je to elektronova
i mikroskopie?

= Metoda, kdy se ke zkoumani vzorku pouziva
svazku urychlenych elektron(

= Ziskané informace — morfologie (TEM),
topologie (SEM), kvalitativni a kvantitativni
analyzy (rtg.mikroanalyza), krystalograficke
vl. (elektronova difrakce)

s Zakladni rozdéleni — transmisni a skenovaci
elektronové mikroskopy




RozliSovaci schopnost mikroskopu

. RozliSeni optického
The electromagnetic spectrum mikroskopu:
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Meters

Manometers Micrometars Millimeters
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Molecular Cell Biology, Harvey Lodish, 2007



i RozliSovaci schopnost

= Nejmensi vzdalenost dvou bodU
(bodova) nebo car (Carova), ktere je
mozné v obraze vhodného objektu
danou optickou soustavou rozeznat jako
oddélené

= Subjektivni — optické vlastnosti oka
= Objektivni - matematicky



i Rozlieni a zvétseni
= Lidské oko — mm

= Opticky mikroskop — pum
= Elektronovy mikroskop -nm

Zvetseni = pomeér mezi velikosti
virtualniho zobrazeni objektu a
skutecnou velikosti objektu



RozliSovaci schopnost
i mikroskopu

= Odpovida zhruba polovine vinove délky
zareni pouzitého k zobrazeni objektu

= Abbého vztah: d = 1/(2n sin0)

100 kV

% 3.8 pm




i Pro¢ elektrony

Jednoduse ziskatelné

Lehké

DudIni charakter: eu = 1 mx{% e—n
= h/mv (2mel) =

Naboj — moznost ovliviiovat je

elektrostatickym nebo elektromagnetickym

polem

Nevyhoda — volné pohybovat se mohou ve
vakuu lepsim nez 10 torru




i Rychlost elektrond

E [keV]
20
40
60
80
100
300

1000

A [A]
0.086
0.060
0.059
0.042
0.037
0.019
0.009

v [km/sec]
76 000
107 000
131 000
152 000
170 000
233 000
282 000



i Elektromagnetické ¢ocky

Magnetic lens Optical lens
Electron source Light source
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Cocka



i Vady ¢ocek

Sféricka vada

Chromaticka vada
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—— Fast eleckrons
--=-5low aleckrons
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i Vady ¢ocek

= Osovy astigmatismus — jedina
korigovatelna vada — stigmator

= Necistoty a nehomogenita
materiald polovych nastavcl, clon
— méni se v pribehu prohlizeni

Ay




Thermionic Field emission (FEG)

Field
emitting
tip_

extract electrons : -

= resistor
accelerate
: 1{1-1011]3;‘.!
Anode 77 .
|_ | Image

rossover -

LaBg crystal or Tungsten Tungsten tip coated with ZrO



‘L Termoemisni zdroj elektron(l

Pracovni oblast katody \
Vliv nastaveni zhaviciho proudu I U ..
na emisni proud katody prot '
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Maximilni proud Optimiini proud Nulovy proud Funkce Wehneltova valce




Zdroje elektronul

W katody, LaBg, auto-
emisni katoda

Obraz dutého paprsku




i Zdroje elektron{

Parametry jednotlivych elektronovych zdrojd

Vlastnosti W katoda LaB6 autoemisni tryska
prdmér hrotu 200 um 20 um 0,1 um

provozni teplota 2859 K 1850 K okoli

proud svazku 5x10-12 A 8x10-11 A 108 A

prdmér svazku 9 um 5 um 1-2 nm
pozadované

vakuum 10> mm Hg 107 mm Hg 10-19mm Hg
zivotnost 35 h 250 h neomezena




Interakce elektrond se vzorkem

Backscattered e-
4

X-rays Cathodoluminescence
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Rozptylovy kontrast

Elasticky rozptyl Neelasticky rozptyl
E E
AE
b
/7
M(L{K[ @ NG
M| L
E-AE
E
= Bez ztraty energie = Mala ztrata energie

= Velkd zména sméru = Mala zména sméru



i Tvorba obrazu

Amplitudovy kontrast — pruzny a nepruzny
rozptyl

Fazovy kontrast — interference

Biologické preparaty jsou tvoreny lehkymi
prvky — nizky kontrast

Zvyseni kontrastu — zmeénou urychlovaciho

napéti, objektivovou clonou, tloustkou
preparatu, pridavkem tézkych kovl



Back-scattered e-

Sample stained wit
negative stain (UA)

Aperture

Fluorescent scree
(Zns,)

angle scattered e-




Trocha historie nikoho
nezabije....

1887:
1924:
1926:
1931:
1939:
1938:
1942:
1965:
1986:

objev elektronu - J.J. Thompson

De Broglieho zakon — vinova délka elektronu A = A/mv
H.Busch — vliv elektrického a magnetického pole na elektron
E.Ruska, M.Knoll a dalsi stavi prvni elektronovy mikroskop
prvni komercni pristroj (firma Siemens und Halske) 10 nm
prvni prototyp SEMu - M. von Ardenne

Zworykin k detekci SE fotonasobic

Cambridge Instruments predstavuji prvni SEM - 50 nm
Nobelova cena za konstrukci TEM — E.Ruska

= Ceskd republika — Ustav pristrojové techniky (Draho$, Delong), Tesla

Brno



iHistorie
TEM

1931 by the German engineers Ernst
Ruska and Max Knoll

Williams B D, Carter C B, Transmission Electron Microscopy



Diode  (Cockeroft-Walton
Capacitor Circuit)

s [+ Pressure Tank

Nejvétsi elektronovy mikroskop Nejmensi elektronovy mikroskop



Soucashost

FEI Tecnai - Polara TEM JEOL 1010



TEM — analogie svételného mikroskopu v
prochazejicicm svetle

v, .. Elektronovy mikroskop Svételny mikroskop
Casti TEM:

Elektron-opticka (zdroj a —_— R r—%—f:" ~—
uprava elektronoveho . Rl
paprsku) | . 4
Elektronika (zdroje 2)\8 s T il ﬁ
vysokého napéti, zdroje )
napéti pro |/
elektromagnetické - \|/
g%gky' regulacni obvody, (w385 | Objektivové Cotky | _f
Vakuova (dvou ¢i g PR ‘ﬁ'
tristupriovy systém s |

IGP nebo E Kondenzorové tocky ‘F:j’
turbomolekularni i \f
pumpou) - Zdro |
Zaznamova (fotograficky S e E
nebo digitalni zaznam)




Gun

Condenser system
Objective system
Stage

Energy filter
CCD

,optical axis

gun crossover
double condenser

C1/C2 apertures

specimen

objective lens
objective aperture

intermediate lens

2"d Image

projectors



Osvetlovaci
soustava

Zdroj elektronu
Kondenzoroveé ¢ocky
Kondenzorova clona

Kondenzorova soustava
prenasi obraz krizisté
do roviny preparatu
Prvni kondenzor —
ohniskova vzdalenost
(spot size)

Druhy kondenzor —
fokus

Ovladani — levou rukou

clong — ik g , win kond clong —
200ns é niB84 80.6KV R X38% 208n:

a0x kond
ani883 888KV R X30K



Zobrazovaci soustava

Drzak preparatl




i Zobrazovaci soustava

Drzak preparatl

Objektiv — nejvykonnéjsi elektromagneticka cocka systému —

nejkratSi ohniskova vzdalenost — ovladani ostfenim na pravé strané
ovladaciho panelu mikroskopu

Projektivy — celkové zvétseni je nasobkem zvétSeni vsech Cocek,

které se podili na zvétSovani, pomocny projektiv s promeénnym zvétSenim
-ovladani prepinacem zvétseni

Rozsah zvétseni — 300 - 800000 krat

Stigmator — korekce astigmatismu zobrazovaci soustavy

Stinitko — konverze neviditelného elektronového obrazu do oblasti viditelné
malé — ke kontrole ostrosti obrazu

Hloubka ostrosti v obrazové rovine — H=2722R/A 100 m

Hloubka ostrosti v predmeétové rovine - 4 um
Antikontaminacni zarizeni

Wobbler — ostreni pri nizkych zvétSeni do 50000 x






Objektivova clona




‘L Ohybové jevy v TEM
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Fresnellv prouzek




i Kontrast a zaostfeni




Through focus







Zobrazeni v temnem poli

Pro preparaty s mizivym kontrastem
Vyuziti elasticky rozptylenych elektrond
k tvorbé obrazu

(a)

Dopadajici svazek ¥ychyleny svazek
elektrond elektromi

vvvvvv

Difraktované
eeeeeeeee

objektivovd clona

Prochazejici elektrony Difraktované elektrony
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Nenasyceny svazek
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* Radiaéni poskozeni
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i Vakuovy systém

Elektrony jsou rozptylovany atomy plynd, proto musi byt jejich pracovni
prostor (vnitrek elektron-optické casti TEM) vyCerpan

Atmosfericky tlak : 105 Pa (750 Torr)

Vakuum: hrubé 100-0.1 Pa (1-1073 Torr)
nizke 0.1- 104 Pa (103-10° Torr)
vysoké 104 107 Pa (106-10° Torr)
ultravysoké <107 (10-9 Torr)

Vacuum in TEM: 107 Pa
FEG: 10°Pa



* Vakuové pumpy

« Roughing pump- rotary pump

-
g

10! Pa

http://www.lesker.com



Vakuove pumpy

High/ Ultrahigh vacuum pumps

<Jomo
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Oil-diffusion pump Turbo pump lon ga(tllcl;t;r)pump

http://www.lesker.com



Zaznam obrazu

Cameras/Films

« CCD chips (1k x 1k — 8k x 8Kk)
* Films — convenient for high resolution EM

— time-consuming

=

*$$$$$ __~Scintillator §

T #—= Fiber optics &

{ERRRR TR
t Ei CCD chip

separate vacuum Peltier cooler

Fiber-optically coupled CCD Camera :

http://www tvips.com



