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Miért van sziikség elektronmikroszkopra?
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Miért van sziikség elektronmikroszkopra?

A hagyomanyos fénymikroszkop feloldoképességét nem lehet sokkal 200 nm ala csokkenteni.

0.6 061<—— @ hulldmhossz 400 nm ald csokkentésének szamtalan

de——=
nsinaa  NA technikai akadalya, ill. nehézsége van:

/ e UV tartomanyhoz specialis lencsék sziikségesek, és
A numerikus apertura max. 2x javulast hoz létre a feloldéképességben
nem novelhetd jelentésen  * @ még roévidebb hullamhosszu sugarzas
1 folé. (rontgensugarzas) lencsékkel egyaltalan nem
fokuszalhato
O specialis, un. Fresnel diffrakcids lemez sziikséges
a rontgensugarak fokuszalasahoz

0 a rontgensugarak elGallitasa és a

rontgenmikroszkdp megépitése koltséges
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Miért van sziikség elektronmikroszkopra?

Louis de Broglie francia fizikus szerint minden elemi részecskéhez hullam rendelhetg,

melynek hullamhosszat a kovetkezd egyenlet adja meg:

=t

p

A de Broglie egyenlet szerint az elemi részecskéhez rendelhet6 hullamhossz
forditottan aranyos a részecske lendiletével: gyors részecske — rovid hullamhossz

—

Elektromos térben gyorsitott elektron mozgasi energiaja: E,, =eU

» L p=.2mE, =+2meU

kin

h N 1.23 nm

LmeU T U

Egy gyorsitott elektron hullamhossza: 4 = % =




Az elektronmikroszkop fizikai feloldoképessége

ﬂzﬁ nm

Ju 4. 061238 074
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Az elektronmikroszkdp lencsék félnyilasszoge kicsi, a~0.01 rad.
A torésmutato ~1.

Ezért pl. 10000 V-os gyorsito fesziiltségnél a felolddképesség:

0.74

d =
0.01v10000

=0.74 nm
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Transzmisszios elektron-

mikroszkop (TEM)

elektron agyu

D

=

Az elektronmikroszkopok tipusai

Pasztazo (scanning) elektron-

mikroszkop (SEM)
elektron agyu D
e

kondenzor %
kondenzor
minta @
i asztazo lencse
objektiv ey P
projekcios lencse % objektiv : ] D
2 5 minta %\ﬁ
képernyé
rontgen masodlagos
detektor elektron
detektor
Az egész mintarol egyszerre alkot képet A minta egy-egy pixelébdl kivaltott

a hagyomanyos fénymikroszképhoz

masodlagos elektronokat vagy

hasonléan, csak optikai lencsék helyett rontgensugarakat detektalja, majd az
elektrosztatikus vagy magneses
lencséket hasznal.

egész mintat végigpasztazza.

Scanning transzmisszios
elektronmikroszkdp (STEM)

D

e

A SEM és a TEM keveréke:

e pixelenként pdasztaz
e de az atesd sugarzast
detektalja
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Az elektronmikroszkop és a fénymikroszkop ésszehasonlitasa

fény-ill.

elektronforras az elektronok

gyorsitasa
elektromos térben

kondenzor 1
kondenzor :]

minta
kondenzor 2
objektiv ]
kondenzor 3
okular v. detektor
projekcios :]
lencse
minta N\
masodlagos
fluoreszcens erny6 elektronok
Fénymikroszkop TEM SEM
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Az elektrondgyd

e termikus emisszid: egy f(itott elektrodszalbdl melegités A U
hatasara elektronok lépnek ki.

O A negativan toltott Wehnelt cilinder hatasara elektronok

csak az elektrddszal csucsabdl [épnek ki — jobban

/7

\
fokuszalhatd az elektronnyalab. Wehnelt \ — — J filament
0 Az elektrdd késziilhet wolframbdl vagy LaB-bol. A LaBy (katod)
er6sebb daramot (tobb elektront) bocsat ki.
. .z, , , p . , az e pot. energidja a
* Schottky emisszio: ha az elektrddszalra negativ feszultséget hatrahagyott pos. toltés
kapcsolnak, a termikus emisszié mértéke n6é — alacsonyabb Eoor miatti vonzas miatt
hémeérsékletre kell fiteni a szalat. 0 N —
., , Y . : © -
O Schottky emisszids katddok altalaban cirkdnium-oxiddal \‘ -
. kis és nagy U
burkolt W-bol késziilnek. E $\?\eseteben aze
’ . .7 ’ ’ . . . “\ « pot. energiaja
* tér emisszid: ha a katddra kapcsolt negativ feszliltség elég
nagy, elektronok lépnek ki belble flités nélkil is
L ) L elektréd vakuum
kvantummechanikai alaguteffektus segitségével. A ha ez a tavolsag
, . . 2 . , s e kicsi, felléphet az
téremisszios katdodok W-badl készilnek. alagiiteffektus az e eredd pot.
energiaja kis és
nagy U
esetében
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Az elektronok gyorsitdsa

Az elektronok nagy fesziltség hatasara nagy sebességre gyorsulnak.

A munkatétel szerint az elektromos tér munkadja (eU) az elektron mozgdsi energidjat noveli:

el = i m V2 e — elektron toltése, U — gyorsito fesziltség,
0 m, — elektron nyugalmi tdmege, v — elektron sebessége

Mivel az elektronok sebessége megkozeliti a fénysebességet, a fenti egyenlet helyett a
relativisztikus egyenletet kell hasznalni, amely figyelembe veszi az elektron tomegének

novekedését:

c — fénysebesség
v — relativ tomegndvekedés

eU = y= 12 = eU = ym,c’
¢1 e\

0.55 Az energia nagy
200 1.39 0.7 124 része a tomeg

300 1.59 0.78 154 AT
. . forditodik.
1000 2.96 0.94 226

I 9/47




Elektronlencsék

1. Elektrosztatikus lencse:

negativan toltott kor alakd, kozépen lyukat
/ tartalmazod elektrédok, melyek a
kozéppontjuk felé téritik el az elektronokat.

2. Magneses lencse: A magneses teret tekerccsel allitjdk el6. A magneses Lorentz er6

irdnya mer6leges a sebességre és a magneses tériranyarais: F = BC|VSII’] (04
m

|

|

a z irdnyd magneses térre és az érint6 irdnyu
l T sebességre a radidlis gyorsulds meréleges — az
a 4 |- --4"" -] elektron a tekercs kdzepe felé gyorsul
VZ Br NV AN A A

* a magneses tér iranya dont6en z iranyu
* a sebesség z iranyd komponensére nem hat magneses

= "’!’!’!’!""’V P
’ -7 Lorentz erd (sin a=0), de a sebességnek van érinté iranyu

.. - dsszetevdje is.
nmunplm Iu—*'ld

N\

* a magneses tér iranya dont6en radidlis

* a sebesség dontGen z irdnyu (a tekercs tengelyével
parhuzamos)

a mindkettére merGleges irany a
tangencidlis, tehat az elektron

érintéiranyban elfordul. 10/47



Képalkotasi hibak

Az optikai lencsékhez hasonldan az elektronlencsék sem teljesitik a tokéletes képalkotas feltételeit:

1. Minden targypontnak egy képpont feleljen meg.
2. Atargypontok altal alkotott térbeli mintazat legyen hasonld a képpontok altal alkotott térbeli
mintazathoz.

3. Alencse fokusztavolsaga ne fliggjon a targytavolsagtol.

Az elektronlencsék legfontosabb képalkotasi hibai:

1. Szférikus aberracio: a lencse tengelyétdl kiilonb6z6 tavolsagban érkez6 elektronok

kiilonb6z6 helyekre fokuszalodnak. 5 3 3
, , e r,=cf“a”>=C.a
fokusztav. a tengelyhez kozeli elektronoknak (f)

l T

1. A szférikus aberracié egyenesen aranyos
a lencse félnyilasszogének (o) kobével.

/ I Vs 2. Minél er6sebb a lencse (f kicsi), annal

kisebb a szférikus aberracio.
3. Afdkusztavolsag csokkenthet6 a
lencsearam novelésével.

fokusztav. a tengelytdl tavoli elektronoknak
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Képalkotasi hibak

Az elektronlencsék legfontosabb képalkotasi hibai:

2. Kromatikus aberracié: a killonboz6 sebességli (kilonb6zé hullamhosszusagu, kilonb6zé
,szin(”) elektronok kilonboz6 helyekre fokuszaldodnak.
Az elektronok sebességének kiilonboz6ségét okozzak:
1. Az elektronok kilonboz6 sebességgel [épnek ki a katddbdl.
2. A gyorsito feszlltség fluktuacioja.

3. Mozgasi energia veszteség rugalmatlan szérédas miatt.

r=af AE, 1. A kromatikus aberracio egyenesen aranyos a lencse
E, félnyilasszogével.
2. Szintén egyenesen aranyos a lencse
fokusztavolsagaval.
3. ... ésforditottan aranyos az elektronok mozgasi
energiajaval (E,).

Mind a szférikus, mind a kromatikus aberracié csékkenthetd a lencse erejének
novelésével (f csokkentésével).
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Képalkotasi hibak

A magneses lencsékre jellemz6 képalkotasi hiba a kép rotacidja.

A kép rotacidja azért 1ép fel, mert a tekercsbe belépd elektronok tangencialisan gyorsulnak.

képpontok N’.t:;\s/ targypontok eredeti helyének megfelel6 képpontok
, \\ \\\ \'(

1
\
\

targypontok
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A magneses és elektrosztatikus lencsék Gsszehasonlitasa

Nincs képrotacio Kisebb mértéki képalkotasi hibak
Kis energiaigény, egyszeri Nincs sziikség magas feszultségre
Nem sziikséges nagyon stabil Immerzids lencseként is hasznalhaté

feszlltségforras

lonokat is lehet fokuszalni

Az elektronlencséknek nagy a mélységélessége, tehat a minta kiilonb6z6
mélységben elhelyezkedd rétegei is fokuszban vannak.
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90°

Vakuum

Az elektronmikroszképban, kiilondsen a TEM esetében, vakuumot kell [étrehozni,
hogy
* megakadalyozzuk az elektronok szérdédasat

* megakadalyozzuk a nagyfesziltségli komponensek kozotti kistlést.

Vakuum létrehozdasara hasznalt modszerek, eszkozok:

1. Rotacids pumpa 2. Diffuzids pumpa
— | &Am
o= I
4 ™

270°

(b)

D
LI

/M
o o)
o <o tf/ | [vaporizeaN\ O

0 @ﬁ}@ﬁl .

I Heater I

180°

Az olaj elpdrolog, majd a lefele irdnyuld légaramlas
kovetkeztében lefele aramlik. A gazmolekulakkal vald
utkozések miatt azokat lefele tériti el, igy a gazmolekuldk
koncentracioja csokken a felsé részben. A pumpa hideg
falaval vald itk6zés miatt az olaj kondenzalédik.

A nem centrdlis forgastengellyel rendelkez6
dugattyu forgdsa a leveg6t beszivja (kék nyil),
kompresszalja (z6ld nyil), majd kipumpalja (piros
nyil).

To forepump —»

(e
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Vakuum

Vakuum létrehozdsara hasznalt mdédszerek, eszk6zok:
3. Turbomolekularis pumpa 4. lonpumpa

— anode  —
— —

EE— — —

- ionized — pump
mag—net.}c gas atom — envelope
field —

L .
Ti cathode - Ti cathode
; A Tiatom is —;L
sputtered off the cathode

to the pump envelope

Az elektréodok kozott létrejové kislilések ionizaljak a

N 5g( turbina. , , , , -
agy sebességl turbina gazmolekuldkat, és azok az elektrédba ltkoznek.
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Az elektronok koélcsénhatasa a mintaval TEM-ben

@ gyorsitott elektronok

1
szOrasi szog (O) ~ E (b — hatas paraméter)

Eyin,0
sz6rodas kiilsé (lazan kététt) elektronokon -:'

inelasztikus szordodas

P (inelasztikus) 1

—_~—_—

P(elasztikus)  Z

|

Nehéz elemeknél (Z nagy) az
elasztikus szoras dominal.

szorodas az atommag
vonzasa miatt

elasztikus szorddas

(elasztikus — AE;,~ 0)

Ekin,l/

atom é\tmér()'je<

Az elasztikusan szérddott elektronok
energiaja mégis valtozik, hiszen a
centripetdlisan gyorsuld elektronok

elektron : elektromdagneses sugarzast (fotont)
= Mivel Mmag 2> Mgy emittalnak.

E

2 2
kin,0 Ekin,lA - _melektron (Ve/ektron,o - Ve/ektron,l) - hf

2
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A kontraszt keletkezése a TEM esetében. Mit és miért latunk
egy TEM képen?

A fénymikroszkdpban (nem fazis- vagy Az elektronmikroszkdpban az elektronok nem
interferencia-kontraszt mikroszkop) a nyel6dnek el a mintaban, csak szérédnak. A
kontrasztért els6sorban az abszorpcio felelGs: TEM-ben a legfontosabb kontrasztképzé

mechanizmus a szérddas (szords kontraszt).

elektronszoérd mintarész

abszorbeald mintarész, (,elektrodenz”)

amin a fény nem hatol at

minta az elektrodenz mintarészen
sz6rdédo elektronok a lencse diafragma
diafragmajaba Utkoznek, ezért
nem vesznek részt a
képalkotasban o
v ‘8
N} (@)
3 c
P o
Q
kép
kép
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A kontraszt keletkezése a TEM esetében. Mit és miért latunk
egy TEM képen?
1. Szoras kontraszt: az elég nagy szogben szoért elektronok nem jutnak el a detektorra.

A. Vastagsag kontraszt: minél vastagabb a minta, annal jobban szér.
B. Rendszdm kontraszt: a magas rendszamu elemek jobban szorjak az elektronsugarakat (l.

bioldgiai mintak festése nehéz fémet tartalmazé festékkel).

2. Diffrakciods kontraszt: a kristalyos 3. Fazis kontraszt
rendez6dést mutatd mintaban diffrakcio
|ép fel.

alulfokuszalt: az
atomok sotétek

<L tulfokuszalt: az atomok
diafragma atomok sikja: ha erre vildgosak
(— fékuszalunk, nincs kontraszt
Diffrakcio azon iranyokba jon létre, amelyekre (egyenletes elektronsugar-
teljesedik az alabbi egyenlet: eloszlas)
nA=2dsin®

A ~2d® <—— kis diffrakcids szog esetében
Ha a diffrakcids szog olyan nagy, hogy a diffraktdlt sugarak belelitkdznek a lencse diafragmdjaba, a diffrakciot okozd
terlileten atmend elektronok nem vesznek részt a képalkotasban. 19/47



Elektrondiffrakcio

e Nem azonos a TEM képen megjelend diffrakcios kontraszttal.

» Akkor lathatd, ha a TEM lencserendszerét ugy allitjuk be, hogy az objektiv hatso fékuszsikjaban

keletkez6 diffrakcidos mintazatot a képernydre vetitse.

» A diffrakcios képbdl a kristalyos anyag szerkezete
kiszamithato.

* Hasonlé elven mikodik a rontgenkrisztallografia, de a
rontgenkrisztallografia pontosabb.

Elektrondiffrakcidos kép
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Bioldgiai mintak esetében

a mintakészités az elektronmikroszkdpos kisérlet leghosszabb részét teheti ki

az elérhetd felolddképességet sokkal jobban befolyasolja, mint az elektronmikroszkdp fizikai
paraméterei (az elektronmikroszkdppal elvileg szubnanométeres feloldas is konnyen elérhetd,
de ezt a biolégiai mintak csak ritkan teszik lehetévé)

célja olyan ultravékony minta el6allitasa, amely az elektronnyalab szamara atjarhato

illetve nehézfém tartalmu festéssel kontraszt |étrehozasa

Bioldgiai mintakészités lépései:

1.
2.

Fixalas: leggyakrabban glutaraldehiddel

Dehidralas: a vizet felszallo aceton vagy etanol sorral tavolitjak el. A dehidralds azért
szukséges, mert a TEM belsejében taldlhatdo vakuumban a minta viztartalma gyorsan
elparologna, ami a minta roncsolddasahoz vezetne. Masrészt az epoxi gyanta hidroféb, igy
akkor képes a mintaba behatolni, ha abbdl eltavolitjak a vizet.

Beagyazds: A mintat epoxi gyantaval itatjak at, hogy az szilard legyen (a metszéshez

@

szikséges a szilardsag).

f

Epoxi gyantaba agyazott
mintak.
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Bioldgiai mintakészités lépései:

4. Metszés ultramikrotdmmal: egy liveg vagy gyémant kés ~100 nm vastagsagu

mintaszeleteket vag le, amiket folyadékrétegre usztatnak.

A Ultramicrotomny resin-embedded specimen block

adhesive tack films

T 2

specimen diamond knife blade

Chu{ﬂ'ﬂ '. M /
E . water
¥ !
large ribbon floatation trough
B Serial sectioning cycle
i A v B
— — E o= -2 e
3 1 S : i b
: —1\ A

o LU

v

22/47



Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Bioldgiai mintakészités lépései:

5. Avizen Usz6 mintaszeleteket rézbdl késziilt ,grid”-re rakjak. A grid-et el6zetesen elektron
szamara atjarhato anyaggal (Formvar) vonjak be, ami alatamasztdst biztosit a mintanak. Az
elektronmikroszkdpba a grid-en rakjak be a mintat. Az elektronmikroszképpal a mintanak

csak azon részei vizsgalhatok, amelyek a grid lyukai folé esnek.

i 1 By
-"' \ij |
XN Ay

\I-.."

: n-d" : -I:.I-I e u;} fl ‘“ﬁ :'.
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Bioldgiai mintakészités lépései:

6. Festés: a festést lehet a grid-re helyezés utan vagy kozvetlenul a fixalas utan végezni.
* Festésre azért van sziikség, mert a bioldgiai mintak nagyon alacsony kontrasztot adnak
(egyenletes vastagsag, egyenletes rendszam-eloszlas).
* Festés soran nagy rendszamu atomot tartalmazo anyaggal kezelik a mintat.
e Festés fajtai:
O Pozitiv festés: a sejtalkotdkat festi meg (pl. dlom-citrat, uranil-acetat). Az ozmium-
tetroxid a membranok lipidkomponensét festi.

O Negativ festés: preferencidlisan NEM festi a sejtalkotdkat (pl. foszfo-volframsav).
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Biologiai mintakészités egyéb lehetséges technikai:

immunogold jelélés:

~5-30 nm atmérgjd arany kolloid részecskéhez antitest adszorbealtathato.

Az igy létrejové immunogold részecske specifikusan kotédik azon molekulahoz a sejtben, amire
az antitest specifikus.

Az arany kolloid részecske éles kontraszttal kirajzolédik az elektronmikroszkdpos képen.
Kilonboz6 méretl arany részecskék egymastdl elkiilonitheték, igy egyszerre tobb fehérje is

jelélheté.




Minta készitése elektronmikroszkopighoz

Biologiai mintakészités egyéb lehetséges technikai:
,metal tagging” (METTEM: metal-tagging TEM):

Az MT cimkét molekularis biolégiai modszerrel
toldjdk a fehérje génjéhez, ezért az adott
fehérje minden képiajaban jelen van.

kitekeredett MT cimke
(MT = metallothionein)

/

Az immunogold jeldlés problémai:

e a fehérjék toredéke jelol6dik meg

e a kolloidalis arany és a vizsgdlt fehérje relative
messze van egymastol

+AuCl vagy AuCly

MT-arany nanoklaszter

~Immunogold

: (8 particles)

‘:IL‘ ‘1 N

Lt s R TR AP E e “2:&2"1 -5 7L —
Sokkal nagyobb szamu aranygomb lathaté METTEM technika esetében.26/4

J Struct Biol 160:70-82.; Structure 20:759-766.; J Struct Biol 165:157-168.

£ 5 25 nm.
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Bioldgiai mintakészités egyéb lehetséges technikai:

felszini replika:
e a minta felszinét egy polimer filmmel vonjak be (replika)
* areplika ott vastagabb, ahol a felszinen bemélyedések vannak
* areplikat eltavolitjak a minta felszinérdl, és azt vizsgaljak TEM-mel — igy nem sziikséges
ultravékony metszetet csinalni a mintabol
* ha a felszinen kiemelkedés van, akkor a film a felszint nagyjabdl egyenletes vastagsagban
vonja be, de a replika vetlilete a ferde felszineknél vastagabb, ezért sotétebbnek tlnik a

TEM-ben (vastagsag gradiens kontraszt)

minta

minta
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Bioldgiai mintakészités egyéb lehetséges technikai:

drnyékolas:
* afelszini replika viszonylag gyenge kontrasztot ad (mivel szén alapu)
 a felszini replikara platina g6zt aramoltatnak ferde szogben, igy a platina a felszini

kiemelkedések arnyékaban nem tud lerakddni.

Pt g6z dramlasa

Pt lerakodas

<—— replika
e az arnyék hosszabdl a kiemelkedés magassaga becsilhetd:

h
—[-::taFICZ
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Minta készitése transzmisszios elektronmikroszkopidhoz

Ultravékony minta készitésének modszerei:

1.
2.

Ultramikrotédm: bioldgiai (és egyéb puha) mintaknal

Mechanikus modszer: egy ~1 mm-es szeletet vagnak, amibdl egy néhany mm-es kor alaku
lemezt vagnak ki (leggyakrabban ultrahangos furdval). Ezt vékonyitjak tovabb pl. csiszolassal.
Kémiai vékonyitas: valamilyen anyag leoldja a minta felszinét, igy az annyira elvékonyodik, hogy
alkalmas lesz TEM vizsgalatra.

Kémiai ,jet” vékonyitds: a felszinnel reakcidba |ép6 anyagot ,ralovik” a minta felszinére.
Elektrokémiai vékonyitas: a minta elektrolizis hatasara vékonyodik.

lonsugar vékonyitas: a vakuumba helyezett minta felszinét gyorsitott argon ionokkal
bombazzak, amik energiat kézolnek a minta felszini atomjaival. Ennek hatasara a minta atomjai
kilépnek a vakuumba.

Vékony film depozicid: a vizsgalandd anyagot elparologtatjak, ami kés6bb egy hordozo

fellletére lerakddik, és ott egy vékony réteget képez.
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Scanning elektronmikroszkopia: az elektron kélcsénhatdsa a mintaval

visszaszort elektron:

* az atommagrol verddik vissza. Kis
valészinliséggel keletkezik, mert az atommag
atmérdje kicsi

energidja nagyjabdl megegyezik az elsédleges
ektronéval, mert rugalmas széras soran
keletkezik.

masodlagos elektron:
* a primer elektron rugalmatlan

szérasa soran az atomi
elektronok kilok6édésével
keletkezik

* energidja sokkal kisebb, mint
a primer elektroné.

novekvd Z

Kilépési mélység: az a tavolsag a
felszint6l, amelyrél a masodlagos

elektronok még képesek elhagyni a
masodlagos mintat. Ez kb. 1-2 nm. Ezért a SEM a
elektronok I v

Kilépési felszint vizsgalja.
lepest behatolasi mélység

<— elektronnyalab

mélysége

visszaszort elektron: a
mélybdl is elhagyja a
mintat (mert nagy
energiaju).

névekvé E, a mélyen keletkez6 masodlagos
elektronok nem hagyjak el a mintat (1-2
nm-en belil elnyel6dnek)
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A masodlagos elektronok kele

mélység

’ <— elektronnyalab

kilépési I_
mélység

* Masodlagos elektronokat elsésorban a mar lelassult
elsédleges elektronok valtanak ki.

e Ezért bar nagy primer elektron energia esetén tébb
masodlagos elektron keletkezik, azok donté tobbsége
a kilépési mélységnél mélyebben keletkezik.

* Nagy primer elektron energia esetén csokken a

kilépé masodlagos elektronok szama.

tkezését befolydsolo tényezok
ds
CoOSo

V =

V=ds

kilépési i

<+—>

d

Ferde felszin esetén nagyobb az a térfogat, amibdl a
masodlagos elektronok ki tudnak Iépni a mintabdl.

Az élek intenziven kirajzolddnak a SEM képeken.
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Kilonb6zo jelek keletkezési mélysége pasztazo elektronmikroszkopban

10 A — Auger elektronok

aram
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Visszaszort elektronok

A visszaszort elektronok altalaban rugalmas széras

soran keletkeznek, ezért energiajuk nagyjabal A visszaszort elektronok keletkezésének
megegyezik a primer elektronok energiajaval »> A valészinlisége a rendszammal n6 — a nagy
visszaszort elektronok energiaja sokkal nagyobb, rendszamu elemek sokkal jobban latszanak.

mint a masodlagos elektronok energiaja.

l

A visszaszort elektronok a minta mélyebb A visszaszort elektronok altal alkotott
rétegeibdl is kijutnak (<> a masodlagos ——> képen a minta vastag felszini rétegének
elektronok csak a felszinrdél). rendszam-kontrasztos képe latszik.

lLu ksc: lttuui HLLtmn Image of ALH 8-1(](11 3(13
200 mlcrons, ,’ PN
* < . N

1491.1 nm

2082.2 nm

4473.3 nm

5964.4 nm

-4200.0 nm -2100.0 nm 0.0nm ZIDCIDnm GZGOCInm

g et g 1 e e =

Az els6dleges elektronok szimulalt palya| (kek)

Marskézet visszaszort elektron képe Visszaszort elektronok (piros)
20 keV 33/47




Energia

Minta-aram:

Imintazlp_lseC_IBSE:Ip(l_n_é) |

minta

Egyéb detektadlt szigndlok SEM-ben

—a mintardl elvezethetd aram
|, — az elektronnyalab altal hordozott aram \

sec

R\\\ IBSE

l... — @ masodlagos elektronok altal hordozott aram

lpsg — @ visszaszort elektronok altal hordozott aram

N — masodlagos elektronok keletkezésének valdszinlsége
O — avisszaszort elektronok keletkezésének valdszinlisége

/\Z Inﬁnta
jellemzé.

Katodluminszcencia:

Vezetési sav
A

/\/’hf

Vegyértéksav

a minta topografiajara és rendszam-osszetételére

minta

Bizonyos félvezet6 anyagokban a becsapddé elektronok a
vegyértéksavbadl egy elektront a vezetési savba emelnek.
Amikor a gerjesztett elektron visszatér a vegyértéksavba,
fluoreszcenciat bocsat ki, amely a félvezeté anyagra jellemzé.
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Everhart-Thornley detektor

Photocathode

Electron Multiplier

Faraday Cage
+200 Volts

A lassu és a tér minden iranyaba
emittalddé masodlagos
elektronokat az Everhart-
Thornley detektorra kapcsolt
pozitiv feszlltség a detektor felé
vonzza

Incident
el ectrons

: (a0 ey masodlagos elektronok palyaja a pozitiv fesziiltség

; nélkul
{ Becondary
, electrons

A masodlagos elektronok

begyjtési hatasfoka

e 3 pozitiv feszultség nélkul: 5-
10%

e a pozitiv fesziiltséggel: 90-100%
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Feloldoképességet ronté tényezék SEM-ben

visszaszort elektronok altal a
mikroszkdép fém részeibdl kivaltott
masodlagos elektronok (SE3)

masodlagos elektronok (SE1)

visszaszort elektronok altal kivaltott
masodlagos elektronok (SE2)
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Mintakészités SEM-hez

« Altalaban sokkal egyszeriibb, mint TEM esetében, hiszen nem kell ultravékony minta.
* Probléma: a minta jelentds mértékben feltoltédik, ha nem vezetik el réla a toltést.
O Ha a minta vezet6, ez nem probléma.
O Ha a minta nem vezet6 (mint a legtobb bioldgiai minta), akkor altalaban a felszinét vékony
vezetd (fém) réteggel kell bevonni.
0 Ha a fémmel vald bevonas nem lehetséges, akkor a SEM gyorsito fesziltségének
beallitasaval elérhetd, hogy a mintan felhalmozddd toltés mennyisége kb. nulla legyen.
A mintaaramot leiré egyenlet:
| inta = Ip — e = lgse = Ip(l_ﬂ_é)

Ha n+0=1, akkor a mintan nem halmozdédik toltés! A mésodlagos elektronok és a
visszaszort elektronok olyan

A prin'qle.r elektronok n+5 mélyen keletkeznek a mintaban,
energiaja olyan aIacsl,ony, hogy nem képesek elhagyni —
hogy nem nagyon képesek I Y AU

elektronok halmozddnak fel

masodlagos elektronokat (negativ toltés)

. . , . 2éré
kivaltani, ezért n+0 kicsi — . e”o,
.. toltédés
elektronok nem hagyjak el a s
o , , régi
mintat, ezért az negativan \\_/ €gloja
tolt6dik a becsapddd primer

. E
elektronok miatt. iy , 0
Ha n+6<1, pozitiv toltédés lép fel, de ez nem probléma, mert

onmagat korrigalja, hiszen a pozitiv toltés visszavonzza a masodlagos
elektronokat, igy a toltésneutralitas helyreall. 37/47




Elektronmikroszkopia bioldgiai mintakkal: specidlis kordlmények

* Problémak bioldgiai mintakkal:
O érzékeny,torékeny
0 fizioldgias, hidratalt kortilmények megtartasa fontos
O asugarkarosodas megelbzése
O mindezt a kontraszt elvesztése nélkiil
* Mintavédelem (sugdarzastdl, fixalo anyag karosité hatasatol):
O negativ festés: a vizsgalt fehérje koriili vizet nehéz fémsdval helyettesitik. igy a fixalo szer a
fehérjét nem karositja kozvetlenil. A fémso kirajzolja a fehérje konturJat
0 vékony ablakos kamra (,,sealed thin window chamber”): '
vékony berillium félidval elzarjak a mintat a mikroszkop ‘
vakuumjatél, igy a minta megdrizheti a hidraltsagat.
0 glukdz beagyazas: a minta viztartalmat glikdzzal helyettesmk i
A fehérjéhez er6sen kot6do vizmolekulak kotve maradnak.
Hatrany: a glikdz kontrasztja nagyon hasonlit a fehérjéjéhez,
igy nehéz a fehérjét a gliikéztol elkiloniteni.
0 kornyezeti EM (l. kés6bb)
0 krio-EM (I. késébb)

P —)

10 104 108 1012 10'% 1020 102
(Daltons)

Cryoelectron Light

microscope microscope
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Krio-elektronmikroszkopia 1.

Cél: strukturadlis bioldgiaban a mintak minél kisebb karositasa az elektronmikroszkdpia soran

-----

O az elektronsugar altal okozott sugarkarosodas csokkentése
altal.
Mintakészités: A mintat hidralt allapotaban hirtelen fagyasztjak le folyékony N,-be (77 K = -196°C)
vagy folyékony etanba (189 K = -89 °C) torténd meritéssel a vizkristalyok képz&désének
megakadalyozdsa miatt. Az el6bbi f6leg csak fehérje mintak esetében alkalmazhatd, az utébbi
vékony biolégiai mintakra (sejt, virus, stb) is, ui. az etan
O nem képez gézt a minta fellletén (¢<>folyékony N,, ezaltal a folyékony N, esetében lassul a
hiités sebessége)
O vastag kondenzalt réteget alkot a minta feltletén (¢<>folyékony N,, aminél a vékony réteg
miatt lassu a hlés)
A késziilék:

Tweezer

Grid
Liqg.

Liquid Nitrogen Ethane

Styrofoam
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Krio-elektronmikroszkopia 2.

* Felvételkészités:
O A mintdat alacsony sugdardézissal képezik le a sugarkarosodds csokkentése miatt (= az
alacsony elektronszam miatt a képek minésége rossz, ezt tébb kép atlagolasaval javitjak).

‘ '
@ . 8 Combination
G B
’. « v . » »

Alacsony felbontasu kép Részecske kivalasztasa © ° L » o

» » Identification
gy e
® Alignment e
B

O A mintdt alacsony hémérsékleten tartjdk (~110 K) az EM vakuumijdban
O anem kristalyos viz szublimaciéjanak megakadalyozasara
O azelektronsugar hatasara keletkez6 molekulafragmentumok és szabad radikalok
immobilizalasara és ezaltal a sugarkarosodas elkeriilésére.
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Krio-elektronmikroszkopia 3.

O A minta tobb iranybdl valo vizsgalataval krio-elektrontomografia végezhet6.
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Environmental SEM (Kérnyezet SEM)

e Olyan SEM, amiben a mintat nem kell vakuumba

gun .
iV stage 2 —> pump helyezni.

* p,<p;<p, tehat az elektronnyalab csak az ut

= legvégén Utkozhet gazmolekulakkal - nem
| szorddik jelentbsen.
PLA2 | , : , ,
. P1 stage1 — pump * A minta nincs vakuumban, tehat

PLA1 | 0 nem tolt6dik fém bevonat nélkil sem, mert a
| -~

specimen

&— gas mintan keletkez6 negativ toltést a gaz

atmoszféraban az elektronnyalab altal

specimen-chamber ) o .
generalt pozitiv ionok semlegesitik,

O a mintat nem kell dehidralni. (609 Pa alatti

=—> pump nyomason a viz nem létezik folyadék

allapotban! A bioldgiai mintak integritasahoz
Basic ESEM gas pressure stages
fontos a hidraltsag!)
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Analitikai elektronmikroszkopia

* Az elektronnyaldb altal kivaltott kiilonbo6z6 szigndlokbdl a minta 6sszetételére, atomjainak
rendszamara lehet kbvetkeztetni.
* Az analitikai elektronmikroszkdpia alkalmas elemek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara.
* Az analitikai elektronmikroszkdpia soran hasznalt szignalok:
O karakterisztikus rontgensugarzas
O Auger elektronok
O elektron energiaveszteség

0 katédlumineszcencia (bioldgiai mintakon nem)
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intenzitas

»

Karakterisztikus réntgensugdrzas keletkezése

a gyorsitott elektron tresedést hoz |étre egy
belsé héjon

az Uresedés egy fels6 héjrol betoltédik

a két héj kozotti energia rontgen foton
formajaban kisugarzadik:

hf =E, —E,

gyorsitott elektron
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Auger elektronok keletkezése

1. A gyorsitott elektron altal Iétrehozott liresedés egy fels6 elektronhéjrol betoltédik.

2. A betoltédés soran felszabaduld energia nem foton formajaban sugarzédik ki,
hanem egy kornyez6 elektron veszi fel, ami elhagyja az atomot.

Gyorsitott elektron altal [étrehozott liresedés
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Karakterisztikus rontgensugarzds

e A karakterisztikus rontgensugdrzas hulldmhossza jellemz6 az
atomok belsé elektronhéjai kozotti energiakilonbségre,
intenzitdsa pedig az adott atom mennyiségére.

e Arontgensugarzas spektralis elemzésére két modszer all

elemzése

N
M

rendelkezésre:

Energia diszperziv spektroszkdpia (XEDS
— X-ray energy dispersive spectroscopy;
EDAX — energy dispersive analysis of X-

ray)

e arontgen fotonokat egy félvezet6 didda fogja

fel

e a detektor altal adott aramimpulzus nagysaga

a rontgen foton energiajaval aranyos

ELONYOK:

e az emittalt rontgen fotonok kb. 1%-at
detektalja, ami sokkal tobb, mint az XWDS
esetében — gyors

* relative olcsé

Lo, LP

K
Kat, KB, Ky

Hulldmhossz diszperziv spektroszkdpia (XWDS
— X-ray wavelength dispersive spectroscopy)

* arontgen fotonokat egy diffrakcios racs
hulldmhosszuk alapjan kilénb6z6 iranyokba

tériti

» a detektor mindig csak egy bizonyos
hullamhosszUsagu rontgen sugarzast detektal

ELONYOK:

* nagyon jo hulldmhossz szerinti feloldas

e nyaladb

minta

— = detektor

rontgen
sugarzas

kristaly
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Auger elektron spektroszkdpia

Az alacsony rendszamu elemek esetén a 1
karakterisztikus rontgen fotonok nagyon kis hatasfokkal
" : . .. Auger rontgen
bocsatodnak ki — ezen elemek rontgen analizissel nem & &
< elektron
vizsgalhatok. £
()
Az Auger elektronok viszont sokkal nagyobb i
valdszinlséggel keletkeznek a konnyl elemek esetében.
Az Auger elektronok energiaja jellemz6 az adott !

atomra.
Mivel az Auger elektronok energiaja alacsony (<1000

eV), csak a felszini ~1 nm analizisére hasznalhatok.

Elektron energiaveszteség spektroszkopia (EELS - electron energy
loss spectroscopy)

A mintan athatold primer elektronok energiaveszteségét (tobbek kozott) az okozza, hogy a minta
atomjainak bels6 héjain a primer elektronok tGresedést hoznak létre (— karakterisztikus
rontgensugarzas, Auger elektronok).

Ezért a primer elektronok energiavesztesége a minta anyagara jellemzé.

A primer elektronok energiajat magneses spektrométeren mérik meg.

Szintén els6sorban alacsony rendszamu elemek analizisére alkalmas.
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