Mikroskopijas metodes.
2. Elektronmikroskopija.

1 kp. - 16 stundas

Lekcijas - 4 stundas
Praktiskie darbi - 10 stundas
Semirars - 2 stundas

Dr. biol. Maija Selga
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Kursa strukira.

* Lekcija caurstarojoSajelektronu mikroskopij.
* Lekcija skagjoSaa elektronu mikroskopij.

* Laboratorijas darbi — metodikas tetiska dda un
praktiska paraugi gatavoSana, un @l

* Metodes gaismas mikroskogqijpraktiskie aspekti.

* Metodes elektronmikroskogijatomspku
mikroskopip un luminiscences mikroskopij

* Eksimens.

Saturs.

* 1. Caurstarojasmikroskopa uzive un
sagatavoSana darbam.

» 2. Elektronu mikroskopa palielijuma un
iz&irtspejas regudcija.

* 3. Elektronmikroskopiskie @it un to abeicijas.

* 4. Fotoielartas un to izmantoSana elektronu
mikroskopig.

* 5. Programmnodro$ijums caurstarojoSajai
elektronu mikroskopijai uratizmantoSana &t
redigéSanai un rarjjumu iediSanai.

* 6. Skerjo%a elektronu mikroskopa uge un
sagatavoSana darbam.

* 7. Elektronu mikroskopa paliefijuma un
iz8kirtspejas reguicija.

* 8. Elektronmikroskopiskie &it un to abeicijas.

* 9. Fotoieldrtas un to izmanto3ana elektronu
mikroskopif.

* 10. Programmnodrosijums elektronu
mikroskopijai un 4 izmantoSana atiu redigeSanai
un merjumu iegisanai.

* 11. Semiars “Elektronu mikroskopija”.

levads.
* Petama objekta izéle un elektronu
mikroskopijas ierobezojumi.
* Prepaiitu sagatavoSanas un aaek veidi.
* Masdienu anates metodes.

Caurstarojos un skagjosa elektronu mikroskopa uzive un
sagatavoSana darbam. Elektronu mikroskopa paljetima un

iz&irtspejas regudcija.
Caurstarojos elektronu mikroskopa Philips 301 uike.
Augstsprieguma kabeli
Vakuuma kolonna-
Objekta novietojuma
Iimenis kolonnas
ieksiere.

Luminiscents ekins.




Transmission Electron Microscope COMPONENTS OF TYPICAL
. . TRANSMISSION ELECTRON
Filaments atdala elektronus. Tie G electran MICROSCOPE COLUMN
veido Kili, kas @rvietojas uz leju Flamends (katoss) souree s ——— s
cauri paraugam. Elektronuik TIN . an S
reguk ar gredzenveida maggem. L v L - .n_
H : i =~ "~ Yondensoralécas
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pievienos meilu uz luminis¢josa m petangs o E 3
ekrana ks tum3as, jo mali nolieks ———— sampe O -
vai absorbs elektronus. #¢jas . _m. [ LI ———
i ig e~ objekfivalzcas ..:.H.kti....r.,..__.. abjective
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Kolonnas elementiem ir &t$igas funkcijas leskgsana.

atkafiba no palielirgjuma.

High Magn Low IMagn
Obj. lens Image focus Diffraction (LATY focus
Tiff lens Diffraction focus Tmage focus

Obj. aperture | Contrast forming Area selection

SA aperture | Area selection Contrast forming

by, shgmator | Image stigmation Difftaction shgmation

Diff stigmator | Diffraction stigmation | Image stigmation

*Mikroskopa sistmai ir

pieskgtaudens
dzegSana.

*leskedz spriegumu.

*leskdz vakuumakni.
*Gaida 1dz kolonm bis
atbilstoSais vakuums.

1 mm Hg 1 Torr 102 Pascals

1 atn 760 Torr 7.5z10% Pa
rough wacimm 1107 Torr =0.1Fa
high vacuum 103-106 Torr 0.1-10%Pa
wery ligh wacunm 10%.10° Torr 107-107Pa
ultrahigh vacuum 10°2 1012 Torr 107=10Pa

* leskdz vakuuma indikatoru (1).
* Vakumumu nolasa uz skalas (2).




Mikroskopa darba regatija.

Regukcija paredz elektronutia virziena
un diametra regaanu.

Reguk kondensora un objekt lecas.
Elektronu kili reguk ar ar pults
palidzibu.

Novieto paraugu uz siet tuitaja.
Sietina tugtaju ievieto vakuuma kolorin
lesledz vakuumaikni.

levieto siethu vakuuma koloni

Specimen Stage

Specimen Holder - supports and positions the grid into the
column and the beam path.

10 position the specimen within
the electron beam.

leskdz katodu (1).
leskdz vakuuma
indikatoru (2).
Stravas stiprumu
nolasa uz skalas (3).

leskedz augstspriegumu (60/8(
kV).
leskdz mininglo palielinajumu.

Aptum3o telpu un gvietojot
sietipu atrod paraugu.

* Reguk elektrona kla
novietojumu

* P&c kontrastainas parauga
vietas atraSanas regul
atela asumu.

* Attéla asumu regélar vaiaku limenu
palidzibu.

FINE MEDIUM COARSE

DoEDwE




. . . 3. Elektronmikroskopiskie @it un to abeicijas.
* Vispredzak asumu iesida skatoties _ piskd ! !

binokulara. o o
Attelu izméru noteikSanai nepiecieSama
mikroskopa kalikicija.

* Kalibracijai izmanto sietius ar noteiktu
pavedienu diametru vai kaliwmijas paraugus ar
zinamiem izneriem — kristlus, ogleka replikas ar
paraklu liniju novietojumu u.c.

Sl A S T oy o e

4. Fotoiekrtas un to izmantoSana elektronu
mikroskopif.

* Elektronu mikros-
kopam Philips 301 ‘ -~
tiek izmantota
CCD kamera
Keen View.

* Kameras sensorsigam
apgaismojumu, ja
pieskdz funkciju “TV”
un pacéluminiscento
ekranu.

* Attela asumu vislagk
regukt skatoties
mikroskopa binokuira!

* Darba gkuma aktive datu lazi.
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* lzvelas attla ekspomSanas laiku. Prepaa
parskaiSanai nepiecieSams Blétiesisu
ekspoicijas laiku, bet fotogra@Sanai - garu.
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* |zvélas fotograéSanas ramu. Tas
nosaka saglaita atla punktu
skaitu.
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® 1 KeenView intx
2 Keeniview Snapshot PL
3 Keenview Search TV
4 KW Search TV #2
5KV Snapshot TV LM_MODE
6 Keenview Snapshiot PL #2
7 Keeniview Snapshot TV #1
8 Keenview Search
9 Keenview Focus
10 KeenlView Snapshot
11 KeenView Srapshot TV
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* Fotog#fijas tiek
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funkciju am
“Snapshot”.
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5. Programmnodro&ijums caurstarojoSajai elektronu
mikroskopijai un i izmantoSana &t redigeSanai un
Merjumu iedgiSanai.

* Keen Viewlauj nongrit parauga bvumu
daudz pretzak ka klasisko foto metozu
izmantoSana.

* Paredz regit atEla parametrus.

* Attéla kontrasta

ERCTCETICEET B

un citu parametru
regukSana.
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Pixel information
Position: 633,534
Value: 399

RO
Origin: 660, 482
Size: 57,68

Zoom
0

Color selection

Pixelvalue: 253
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* Mérjjumu veidi un to ieddiSana.

Fle Edt Database Image Oper Graph CModie Specal Window ?

[r e wm | & B @ j v Measurements Bar  Alt+d ._0 De@E
T Intensity Profie »

chord Length ' B

Pixel Map...
Grid,

() =2 [s] [1]

1
Src f~ Dest Src2 Mask

ek ATH

Phase Color Ceding
Phase Analysis

Define Classification...

Stian g2 Hstogram

Define Statistics...
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* Laukuma un diametra @jumi.
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Area: 11364734 nm

Perimeter. 1279.26 nm

Gray Value Mean: 33969

Gray Value StdDev: 36.32

Integral Intensity. 38570726.64 nrrt
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Length: 56460 nm
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Image Name  Closed Polygon losed Polygon Closed Polygon | Closed Palygon
Area Perimeter Gray Value Mean | Gray Value StdDev
| m I

Ge5043_17 69124108 a7 32508 752

Ge5043_77 313806.77 2141.18 316.64 19.72
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[V] Gray value distribution
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Histogram

mooo\. .\88

mooom H\Nooo

Soom { 1000
o\‘%‘\ 0

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

(= 7]

CModue Specid  Window 2 -8
o@E BE K mMoXE % Bol FHeBER v #©
Wl 1 L S
Convertto > Line profile 5 of SI_9041_27
Protect Graph
Delete Graph T T T

Caibration ,
Overlay Seection,

Horizontal Ditance
Vertical Distance:

Arbirary Distance

Herzontal and Vertcal Distance

er
Athine:
Integration
Endosed tngle
Graent
Portvale

Defe Graph History.

400000 Horzontalintensty |
Vertical Intensiy I i
Aoary Intesty
| i 7

Gray Value

Average ntersity

| 20000.0

00 1 1 1 1
0.0 500.0 1000.0 1500.0 2000.0
X Coord, nm

6. Skerjo3a elektronu mikroskopa uile un
sagatavoSana darbam.

Hitachi S-4800 uziive.

leskedz dzesSanu.

lesledz
mikroskopu.

leskdz datoru.
Izsledz datoru.

Izsledz
mikroskopu.

Izsledz dzesSanu.

Initial Logo

S-4800

Scanning Electron Microscope

(Copyright (C) Hi igh-Technola
0022005, Al

Enter Login
Password

SEM Hitachi S-4800 u4lve ir digitala darlibas
kontrole.

Vakuuma kamera unag parametru

reguksana.

SEM darfibas parametru regiflana.




Parauga agta parametru kontroles bloks.

Elektronu un parauga mijiedaba.

T
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* Datorprogrammas

=51 SEM Data Manager - hloroplasti-1 jun 02 q55.tf [25%]
File Database Edt View Processing Tod Help

HE Hiomn 998 B a
GE}

or =] [Forma =][sional =]

* Parauga ievietoSana vakuuma kolann

aktivesana. P -
5@ DN
* Datu lazes : Go
~ # Qo
atversana. ¢ @os
D .Ehw DATurs-SEM W
< = >
Stage xmmnmussmnw_uwasi = —
Paraugi ir: .
ot . . * Parbauda, vai paraugu i
* novietoti uz palika ar augstu elektrovasEju, kameras lampa ir iz&jta. ‘seusrace | vty

* dehidraéti,

* paliknis ir piefméts pie paraugu tataja.
Darbu veic cimdos, lai nodrogitu parauga

tiribu!

Parauga augstums nellst pirsniegt 0,5 mm!

specimen

. stub

-
Lock serew

height gauge

X,Y, Run Z parslegti
parauga nomaas poZcija.
Parauga nomaas poZcija
ir :
X=25,0mm,Y=25,0mm,
R=0 gadi un Z=8,0mm

Rmm) ¥ (mm)

25.000 25000




Paraugaems3ana.

* Parvieto tugtaju paraugu maias sivokli. Indikatora
spuldite iedegas Za gaisma. Nospiez tausti ‘Open”.

* Atsukne vakuumu paraugu mgs kamed. Pec sigrala
pagriez parauga mgs sviru pulkstea raditaja virziera.
lebida parauga népl un piestiprina to pie parauga
turetaja, pagriez un izvelk kapar parauga t@taju.
Pagriez sviru préjfi pulkstepa raditaja virzienamidz
pardas uzraksts “Lock”.

* Nospiez stdzi “Air". 15 sekundes §c gaisa piepiltsaris
atskan skaas sigals.

* Atver vakuuma kameras durvis. lzvelk paraugatsiju
pilniba.

Parauga ievietoSana.

* Pagriez parauga mgis stdzi pulkstea riditaja virziera Iidz
virspug paiadas uzraksts “Unlock”.

* Parvieto tugtaju parauga maas sivokli. Indikatora
spuldite iedegis zda gaisma. Nospiez tausti ‘Open”.

* Parvieto parauga négi un piestiprina to pie paraugadtiija
un izvelk kopa ar parauga tétaju. Pagriez parauga niais
sviru pregji pulkstepa raditaja virzienam. Izvelk parauga
turétaju pilniba.

¢ Atver vakuuma kameras durvis un izvelketdju. Nospiez
sledzi “Close”.

* Pec dzelte@s indikatorspuldites iedegSars var piesigt
augstspriegumu.

roscope
B Cpten Vi e U

* Augstsprieguma pieagjSana.

* Parauga novietojuma
regukSana.

* Skeresanas rama iz\ele.

nesgaas | ooy |

o | &

ido | seti | sow

7. Elektronu mikroskopa palieijuma un
iz8kirtspejas regudcija.

8. Elektronmikroskopiskie &tt un to abeicijas.

20.0 kV
Sprieguma ietekme uz &t kvalitati.
Palielinot spriegumu palielas attla
spilgtums.

University
fplyere
oorela

rE Source

Zelts. Hroms.
Mycoplasma pneumonia.

Parklajums nosaka &ta graudaibu un elektrovaxtspesju.




0000000

depth

Mazs ierosiaSanas rgionslauj izkirt atsevikus punktus.

UUUUULL

penetration|
depth

Liels ierosiraSanas rgions néauj izirt atsevigus
punktus.

* Palielinoties sigala stiprumam,
samazias attla izirtspgja.

* Skerjama regiona lieluma noune.

B & & o ) Astigmatisms
' ¥ Y Y & 6 var pasliktirat
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9. Fotoieldrtas un to izmanto3ana elektronu mikroskapij

alalal|lw|r]|+|= el g || @ o ||

* |z&kirtspeja.
* SkereSanagitrums.
* Attela redgeSana un atta skergSana.

10. ProgrammnodroSijums caurstarojoSajai elektronu
mikroskopijai un i izmantoSana au redigeSanai un
merjumu iediSanai.

* Paredz nomrit parauga izigrus.

o v | ¢+ = ey [ T @l




Gontrast Gonyersion

* Kontrasta un spilgtuma re@slana.

* Pseidokiisu izmantoSanas iegps.

W Pl & & oo =

Contrast Conversion

|
Contrast 100%  Brihtness 100%

f ol |

=S o I
OK_ | _Cantel | close
Pseudo Color x|
Color Orier  Max Level
sice4 ~|[BoR ~|
MinLevel

=]

% Golor bar

w ool B o

Contrast 100%  Brightness 100% 77 Color

o T

* Pseidokiisas un a#la kontrasts.

* Attéla trok$u kontrole un filtri.

preisze ||
—

6755V 9.1mm x

ok | _cancel | ciose|

* Attéla trok&%u kontrole un filtri.

o —

e [0
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11. Semiars “Elektronu mikroskopija”.

Seminara paredzts prezerdt iegitos un
redigetos atelus, kas iegti ar
caurstarojofs un skagjosas elektronu
mikroskopijas patizibu.




