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S observes:

llles

» Spermatozoic
Cellules en culture

eurones)

Fibres musculaires + bactéries

Insectes

Tissus médicaux

Biomatériaux

“ellules osseuses,



ion de I’échantillon avec ou sans fixation
Installation sur la platine porte-objet du

tillons solides: Collage minutieux de
rte-objet du MEB en utilisant une
ante (ou scotch carbone) comme
terface  afin d’as une bonne conduction des

trons.

Ir les echantillons en suspension: dép6t d'une

tte sur un filtre ou tamis (obtention d’un film humide)
lages du MEB

Choix du detecteur (ESED ou BSE)

= Choix de la tension d’accélération

= Choix de la pression dans la chambre
= Utilisation d’'une la platine refroidie



MICROSCOPE ELECTRONIC
a PRESSION CC

. eurs SE, BSE, ESED, EDS pour la
ot Peltier. Résolution entre 3 et 5nm




ESED 09:12 000000 WD 8.8mm 10.0kV x70
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Gouttelettes d’
a la surface des
d’une feuille
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Mode: ESED, 90 Pa, 12kV, 1.2K: non fixeé, non métallisé,
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110Pa 04-0Oct-02 WD 8.8mm 15.0kV x800 50um WD10.0mm 15.0kV x1.8k 20um

‘- _ Mode: ESED, non fixé, non métallise



Spermatozoic

ianomalies des SPZ
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110Pa 12:29 000000 WD 8.6mm 10.0kV x4.0k 10um
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120Pa 16:02
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150Pa 2$-Nov-99 000000 WD’°9.=4m:;1 15.0kV x1.0k  50um FiXéeS, non méta”iSéeS

Non fixées, non meétallisées
réalisation d’un film humide
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)00000 WD 8.9mm 5.00kV x600  50um

y 5 ¥ : e
60Pa 12:04 000000 WD 8.8mm 5.00kV x600  50um

Mode: BSE 60 Pa, cultures fixées, non métallisées
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0KV x3.0k  10um
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WD 6.5mm 12.0kKV

CMES

BSE2 21-Sep-

WD’ 6.8mm 15.0kV x5.0k ~ 1Oum
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CMES

BSE2 21-Sep-11




L)/ )N

bservation et I’analyse d’¢chantillons
n MEB en mode haut vide avec le

Cellules observées
a travers la membrane 13



Mode: BSE, fixées, non métallisées
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Mode: ESED, non fixés,
non meétallisés

ESED 15:17

()



WD 5,8 mm 10KV x250




Micro capsules de gé

ESED 15:34

000000 WD10.3mm 7.00kV x200

" 200um

- X S, o . ,
ode: ESED, non fixées, non métallisées
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ESED 26-Sep-13 CMES WD 8. Bm.m S OOkV x1l .2k 30um

ESED 26-Sep-13 CMES WD 4. Tmm S OOkV 1' 2k 30um MOde: ESED 70Pa’ non fiXéS’
™ non métallisés
2 + Ecoflex 30% "



)Serves

avec amidon

rotozoaires et champignons
omestibles
s Cornée
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XATION dans Tétro
m ou tampon phosphate
» final)

dans tampon et/ou passage rapide dans H20

TATION
ns série d’alcools : 50, 70° ( 1 bain de 10mn chacun), 95° (2 bains de
icun) et 100° ( 3 bains de 10mn)
lans un bain alcool 100° + HMDS (Hexamethyldizilasane) volume a
volume 10mn
- dans un bain HMDS 100% 10mn ;
au bout de 10mn oOter le surplus ou laisser évaporer une nuit

METALLISATION

e d’'osmium (OSO4) 1% + cacodylate
ensen) 0.1M. 15mn minimum a 1 heure

N.B.: Tampon Sorensen : Phosphate Mono /Di sodique
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Métallisation des échs
MEB en mode hau

ducteur sous le

Fixation des objets sur scotch
carbone et/ou avec colle a
I’argent

P “.

Métallisation des objets sous
atmosphere Argon, dep6t d’un
couche d’Or/Palladium de
guelques nm d’épaisseur

Evaporateur cathodique
Polaron SC 7620 21



Macrophages

e silice en vue
5 interactions
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SE 12:48 000000 WD 8.3mm 15.0kV x600 S0um SE 12:49 000000 WD 8.3mm 15.0kV x1. 20um

Fixation + meétallisation
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Sum

000000 WD 5.5mm 12.0kV x6.0k
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%35k 000000 WD 5.9mm 12.0kV x45

000000 WD 5.7mm 12.0kY




aration et visualisation
5 plaquettes impliquées dans
adie de Crohn, HIV...
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SE  15-Dec-10 000009 WD10.3mm 12.0kV x5.0k 10um SE  15-Dec-10 000009 WD10.2mm 12.0kV x2.5k

Kv Fixation + métallisation

" 20um
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Formation d’un biofilm de Staon
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E.coli

gluta+métallisation 20 Kv

Bactéries

7. 8868 Zrm a6 15 SEIV
dde SE fixatic
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Lhnez Pabellle: langue 2t volleg)

ation +métallisation



Mode SE 15 Kv

Fixation + acétone au lieu
de HMDS+métallisation
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000000 WD 5.5mm 25.0kV x4.0k 10um SE  14:51 000000 WD 6.0mm 25.0kV x3.5k 10um

. N
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Polymeres contenant da I 2uniclas
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000000 WD 6.6mm 10.0kV¥ x600 500um

ode SE 10 Kv

illon fracturé dans I'azote et métallisé .




ou tampon phosphate (S
elange final)

lans tampon

ATION

tation progressive jusqu’a I'acétone 100 % avant point
critique

O Introduction directe dans alcool 100 ou Acétone 100 pour point
critique
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Transférer les échantillons dans un cristallisoir rempli
d’acétone ou d’alcool 100%.

Placer également les paniers ouverts de I'appareil a point
itique et les couvercles

itionner les échantillons et fermer les paniers toujours
étone ou alcool

enceinte de l'appareil a point critique en dessous
2 n’est liguide qu’au-dessous de 16°C)

te avec I'acétone ou l’'alcool et placer les
paniers et ferm
Rincer I’acétone ou I’alcool par le CO2 liquide en réalisant un
courant continu de liquide (4 a5rincages)

Fermer les vannes apres avoir rempli a moitié I’enceinte et
enclencher le chauffage. Le point critique est atteint a 31°C et
a une pression de 73 bars soit 7300 000 Pa.

Lorsque la température est atteinte , ouvrir la vanne et laisser
echapper le gaz tres lentement pour éviter une
! recondensation liquide par une trop brusque baisse de
pression. Le retour a la pression atmosphérique prend
environ 20 minutes

Ouvrir I'enceinte et récupérer les échantillons secs et
blanchatres

Polaron
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Métallisation des échs
MEB en mode hau

ducteur sous le

Fixation des objets sur scotch
carbone et/ou avec colle a
I’argent

P “.

Métallisation des objets sous
atmosphere Argon, dep6t d’un
couche d’Or/Palladium de
guelques nm d’épaisseur

Evaporateur cathodique
Polaron SC 7620 34
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Protozoaires et champl

1NO1)

yde SE 15 Kv
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Nervure de chou
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Mayonnaise

Mode SE 15 Kv .



Cornées
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24-Mar-11 CMES WD 5.4mm 5.00kV x3.0k  10um




Comparatifs cryo

Filen) els pr.éparaxi]é r Atillens pour une observation
NGV O=VIEB realise lors de la 1°™€ reunion GT Cryo RCCM

suivi d’un comp
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Cryo-MEB sur p

Non métallisé Mode SE 15 KV

Métallisé Dernier SEM 505 en état de marche et
1er étage cryogenique Hexland installé
en France (1983)
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Cryo-MEB sur peuplelhayveanss
low vactti

13k 3, Ban

Feuplier

1 et observation al5 Kv
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Non métallisé et observation a 15 Kv »



o

EVOINNERIMESIteEchnigues de preparation:
ritigue moins utilisée car longue et

par évaporation (HMDS) plus
ats sur petits echantillons

conventlonnelle et a pression contrblée
‘le champ d’applications mais sont limitées en
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