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Obrázek	2	-	Příklad	zobrazení	adenoviru	metodou	negativního	kontrastování.	Převzato	z	[1]

Kontrastování	v	elektronové	mikroskopii
Kontrastování	vzorků	pro	TEM
Rozlišení	vzorků	v	transmisním	elektronovém	mikroskopu	záleží	na	rozptylu
svazků	elektronů	při	dopadu	na	vzorek.	Tento	rozptyl	závisí	na	atomové
hmotnosti	prvků,	z	něhož	je	preparát	tvořen	(čím	vyšší	je	atomová	hmotnost
daných	prvků,	tím	vyšší	denzita	se	projeví	na	obrazu).	Biologické	struktury	mají
samy	o	sobě	nízký	kontrast,	protože	biogenní	prvky	(C,	O,	H,	N),	z	nichž	se
skládají,	mají	malé	atomové	hmotnosti,	jejichž	hodnoty	se	od	sebe	příliš	neliší,
tudíž	nejsou	v	elektronovém	mikroskopu	rozeznatelné.
Možností	zvýšení	kontrastu	vzorků	je	mnoho,	můžeme	použít	například	metodu
zmenšení	objektové	clony,	snížení	urychlovacího	napětí	nebo	zvětšení	tloušťky
vzorku.	Tyto	metody	se	ale	příliš	nepoužívají,	protože	vedou	k	neostrosti	obrazu.
Dnes	se	ke	zvýšení	kontrastu	používá	převážně	adsorpce	sloučenin	těžkých	kovů
na	biologické	struktury.

Používají	se	převážně	tyto	kovy:	U,	W,	Pt,	Pb	a	Mn,	nazývané	též	elektronová
barviva.	Tyto	kovy	dovedou	zvýšit	rozptyl	primárních	elektronů	a	tím	i	zvýšit
kontrast	struktur	vzorků.

Metoda	"pozitivního"	kontrastu

Sloučeniny	těžkých	kovů	se	navážou	na	takové	povrchy,	které	obsahují	redukční
místa	(např.	dvojné	vazby),	a	vytvoří	tak	vysoký	kontrast	struktur,	které
vyniknou	na	méně	denzním	pozadí.

Inkubací	s	parami	OsO4;
dvojitým	barvením	s	octanem	uranylu	(uranyl	acetátem)	a	citrátem	olova,
kdy	octan	uranylu	reaguje	především	s	nukleovými	kyselinami	a	proteiny	a
citrát	olova	pak	reaguje	s	membránami,	proteiny,	nukleovými	kyselinami	a
s	glykogenem.	Po	dvojitém	kontrastování	tak	vzorek	získá	rovnoměrný
kontrast	všech	buněčných	struktur.

Metoda	"negativního"	kontrastu

Metoda	spočívá	v	obklopení	vzorku	elektronově	denzním	kontrastním	činidlem	obsahujícím	těžký	kov,	který	vytvoří
temné	pozadí,	v	němž	se	vzorek	o	nižší	denzitě	bude	jevit	jako	světlejší.	Tato	metoda	je	vhodná	pro	pozorování
malých	struktur,	jako	jsou	makromolekuly	proteinů	a	polysacharidů,	organely,	membránové	systémy,	viry	a
bakterie.
Jako	kontrastní	činidla	se	nejčastěji	používají:

AM	=	molybdenan	amonný;
UA	=	uranyl	acetát;
PTA	=	roztok	kyseliny	fosfowolframové.

Metoda	stínování

Stínování	spočívá	v
pokrývání	preparátu
tenkou	vrstvou	kovu,	to
zajistí	zvýraznění	jemných	fibrilárních	struktur	a	detailů	malých	makromolekul,	např.	kolagenu,	DNA,	RNA,
ribozomů	nebo	buněčné	stěny.	Nejčatěji	se	používají	kovy	o	vysoké	hustotě	(Au,	C,	U,	Cr,	W,	Pt,	Pd,	Ni,	Ge).
Pokovení	se	provádí	ve	vysokém	vakuu	(10-4	Pa)	za	pomoci	odpařovacího	zdroje	kovových	částic,	kdy	partikule
těžkého	kovu	putují	vakuem	přímým	směrem	různými	rovinami	a	hromadí	se	na	vzorku	a	kolem	něj.	Tam,	kde
vzorek	stíní	zdroji,	se	nahromadí	méně	částic	kovu	a	toto	místo	se	bude	zdát	světlejší	–	proto	se	už	dnes	používá
rotační	stínování,	kdy	se	vzorek	během	nástřiku	rovnoměrně	otáčí	na	rotační	plošině.	(Obecně	platí,	že	čím	hrubší
povrch	má	preparát,	tím	větší	úhel	dopadu	naprašovaného	kovu	zvolíme	a	naopak.)	Výsledkem	stínování	je	velmi
jemná	granularitakovových	částic,	díky	které	jsou	dobře	viditelné	jemné	struktury.

Kontrastování	vzorků	pro	SEM
Rastrovací	elektronový	mikroskop	slouží	hlavně	k	prohlížení	povrchového	reliéfu	vzorků	o	velikosi	až	15×15	mm.
Pracuje	na	principu	detekce	odražených	nebo	vyražených	sekundárních	elektronů	z	preparátu.	Pro	pozorování	je
nutné,	aby	preparáty	splňovaly	určité	vlastnosti,	jako	je	bezprašnost,	stabilita	ve	vakuu,	stabilita	vůči
elektronovému	svazku,	dostatečná	tepelná	a	elektrická	vodivost,	zachovaná	struktura	a	objem	a	minimální	obsah
vody.	Vysušené	biologické	preparáty	tyto	vlastnosti	nesplňují	–	mají	malou	vodivost	a	při	jejich	pozorování	v	SEM
bez	nakontrastování	by	docházelo	k	nabíjení	primárním	svazkem	elektronů,	čímž	by	došlo	k	deformaci	povrchu	a
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Obrázek	4	-	zobrazení	v	SEM	-	vlas	napadený	dermatofytem,	pokovený	zlatem.	Převzato	z	[2]

ztrátě	ostrosti	obrazu.	Řešením	je	pokrývání	preparátu	tenkou	vrstvičkou	(10–20	nm)	vodivého	materiálu	–
nejčastěji	kovu	(Au,	C,	Pt,	Pd,	Ag),	která	zajistí	ochranu	preparátu	před	tepelným	poškozením	a	zároveň	zvýší
tvorbu	sekundárních	elektronů,	čímž	dojde	ke	zvýšení	signálu	(denzity)	preparátu.

Toto	pokovení	je
možné	provádět	třemi
způsoby:

Vakuovým	napařováním

Kdy	se	v	napařovací	aparatuře	vytvoří	vysoké	vakuum	a	kov	se	nahřeje	(elektricky)	na	teplotu,	při	které	se	z	jeho
povrchu	začnou	uvolňovat	(odpařovat)	jednotlivé	molekuly.	Tyto	uvolněné	molekuly	kovu	se	šíří	rovnoměrně	všemi
směry	vakuem	a	kondenzují	na	chladnějším	preparátu.

Iontovým	napařováním

Které	je	založeno	na	vzniku	usměrněného	el.	výboje	(účinkem	el.	napětí)	v	prostředí	nízkotlaké	argonové
atmosféry.	Účinkem	el.	výboje	dojde	k	ionizaci	plynu.	Ionty	plynu	pak	putují	ke	katodě,	kolem	které	je	prstenec	z
kovu,	kterým	chceme	preparát	naprášit.	Urychlené	částice	plynu	z	něj	vyráží	částice	kovu,	které	se	rovnoměrně
rozletí	prostorem	napařovačky	a	srážejí	se	s	dalšími	ionty	plynu.	Tím	vznikne	v	celém	prostoru	napařovačky	hustý
mrak	malých	kovových	částic,	které	rovnoměrně	tenkou	vrstvou	obalí	preparát.

Impregnací

Což	je	chemická	cesta,	která	využívá	osmium	nebo	kyselinu	tanovou.	Používá	se	v	případech,	kdy	není	napařovací
aparatura	k	dispozici,	nebo	když	je	preparát	částečně	vodivý.
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