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A descoberta do Microscopio Eletronico assenta na
investigacao de Broglie (1924), sobre a natureza
ondulatéria dos eletroes e do menor comprimento de

onda das radiacoes UV.

A concecao de um microscopio eletronico tornou-se
realidade apos a construcao de lentes eletromagnéticas
por Ruska, ao que se seguiu a construcao do primeiro

microscopio eletronico entre 1931 e 1933.
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Poucos instrumentos apresentam uma gama tao variada de utilizacoes como

1. Introducdo: Microscopia eletronica
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o ME nas suas diferentes configuracdoes. A microscopia eletronica é
particularmente requerida nos dominios: da biologia, geologia, quimica,
ciéncia dos materiais, industria téxtil, odontologia, farmacia, engenharia,

metalurgia, fisica e medicina.
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* Light macroscope indudes phase contrast and fluonesoence microscopes. Becinon microsoope includes transmisson sleciron microsonpe.
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4. Microscopio eletronico de varrimento(SEM)
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E o mais versatil equipamento para avaliacdo, exame e analise das
caracteristicas microestruturais de amostras biolégicas e nao-biolégicas. A
principal razao de sua utilidade € a alta resolucdo que pode ser obtida;
valores da ordem de 2 a 5 nm sao conseguidos por instrumentos comerciais,
instrumentos de pesquisa avancada sao capazes de alcancar uma resolucao
melhor que 1 nm (NAGATANI et al. 1987).

Outra caracteristica importante do SEM é a aparéncia tridimensional da

imagem das amostras, resultado direto da grande profundidade de campo.
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Muitos meétodos de preparacao de amostras tém apresentando bons
resultados na visualizacao de materiais biologicos e nao bioldgicos (Kessel
& Shih, 1976; Hayat, 1972; Dawes, 1971; Hall & Hawes,1991; Dykstra,
1993).

Devido as caracteristicas das amostra bioldgicas o seu processamento pode
apresentar alguma complexidade. Contudo, alguns equipamentos de SEM ao
operarem com baixo vacuo/modo ambiental permitem a obtencao de
imagens de grande qualidade sem qualquer tratamento preliminar.
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» Aamostra deve ser representativa do todo;
® Deve possuir dimensdes minimas necessarias para o estudo;

» A manipulacao com pinca deve ser minimizada, preferindo-se um pincel
fino;

# O material deve ser estabilizado por fixacao, geralmente quimica.
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Fixacao

Na formulacao do fixador, as condi¢cées ideais de concentracao, pH,
molaridade, etc., ajustam-se de acordo com o material. O fixador é
geralmente aplicado a temperatura ambiente, por imersdao. O tempo de

acao do fixador pode ser de algumas horas a varios dias, quando o objetivo

€ aumentar a rigidez do espécime.

Os fixadores mais vulgares sao o liquido de Bouin, o glutaraldeido, FAA,
tetroxido de 6smio.....
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A escolha vai sempre depender das
P

caracteristicas da amostra. e \ B
ESTRUTURAS SOLIDAS CENTRIFUGACAO

Tratando-se de amostras biologicas %; B__H
a percentagem de agua €& sempre ‘ e
muito elevada (aproximadamente R
750, 4.
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Se dispusermos de um equipamento
que permita funcionar em modo

ambiental ou baixo vacuo e \

amostras pouco sensiveis, entao

podemos proceder a um e

processamento simples. e
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Se nao possuimos um equipa- e * \ e encio
mento ESEM e/ou a amostra nao @/ /
for condutora o procedimento mﬂvmmﬁm
devera seguir a ordem: HBB_BH
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- desidratacao; \

-desidratacao a ponto critico

(CPD); /’;ONTAGEM EM STUBS

AMOSTRAS NAO CONDUTIVAS

¥ SECAGEM EM PONTO CRITICO

- recobrimento (sputtering). e
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a. Cortar a amostra com bisturi

b. Montagem no porta amostras

Pino de aluminio Fita cola de dupla face Cola de carbono
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http://home.utad.pt/~ume/SEM/target24.html
http://home.utad.pt/~ume/SEM/target26.html
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1. Fixacao liquido de Bouin/FAA/...

2. Desidratacao com alcool
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escamas peltada folha oliveira
estomas Acer platanoides
c. estomas Tilia platyphyllos
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Este método envolve varias etapas:

-Fixacao de amostras durante 2h até 24h , podendo ser mais;

-Lavagem em solucao tampao;

-Desidratacao em banhos duplos de alcool (ou acetona): 30, 50, 70,80, 95%
e 100% de concentracao. Garantir a total remocao da agua.

-Desidratacao das amostras ao ponto critico (CPD-critical point drying)

- Montagem no suporte porta-amostra (stub)

o0

— *1 Filme da preparagao de amostras por desidratagdao a ponto critico
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http://www.leica-microsystems.com/products/electron-microscope-sample-preparation/biological-specimens/room-temperature-techniques/drying/details/product/leica-em-cpd300/showcase/
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Devido a necessidade de interacao do feixe de eletroes com a amostra,
alguns eletroes sao absorvidos pela amostra que deve conduzi-los para o fio
terra, por isso, & importante que as amostras sejam condutoras. Caso isto
nao ocorra, € possivel torna-las condutoras através de varios processos

fisicos como evaporacao ou a deposicao de ides (sputtering).

Outro motivo para o recobrimento das amostras, € o de que as camadas
depositadas melhoram o nivel de emissao de eletroes, emitem mais
eletroes que o material da amostra, facilitando a construcao da imagem
(GOLDSTEIN et al.,1992)
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carbono, evaporados em vacuo. Estes sao usualmente depositados pelo

processo de "sputtering®.
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a. Vaso condutor do caule de cafeeiro
b. estomas de cafeeiro
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- - Liquido de SEM - Alto vacuo
Exgegeisarlo CIBouin — Modo SEM ou , ~
Gao" ) modo ESEM? Desidratagéo pela
Glutaraldeido ' técnica do ponto critico
Osmio %

ESEM — Modo Ambiental
ESEM N3o necessita desidratar

\ 4

\ 4

SEM Montar a amostra num pino, usando
cola ou fita de carbono

A analise quimica por
EDS é importante?

S

Recobrimento com Carbono

ESEM

A 4 \ 4 \ 4

Recobrimento com Au/Pd(10%) Amostra pronta
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