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Abstrakt

Mikroskopia elektronowa jest jedng z najwazniejszych technik badawczych, umozliwiajgcych
analize struktur na poziomie atomowym. Jej rozwdj rozpoczql sie w latach 30. XX wieku, kiedy
Ernst Ruska i Max Knoll skonstruowali pierwszy mikroskop elektronowy, wykorzystujqc wigzke
elektronow zamiast Swiatta widzialnego. Od tego czasu technologia ta znaczqco rozwinela sie,
prowadzgc do powstania roznych typow mikroskopow, takich jak TEM (transmisyjny), SEM
(skaningowy), STEM (skaningowo-transmisyjny), SBF-SEM (ang. Serial Block-Face Scanning
Electron Microscope), FIB-SEM (ang. Focused lon Beam SEM) oraz SEM-AT (Scanning Elec-
tron Microscopy Array Tomography). Zasada dziatania mikroskopow elektronowych opiera sie
na emisji elektronow, ktore sq przyspieszane i skupiane przez soczewki elektromagnetyczne.
W przypadku TEM elektrony przechodzg przez probke, tworzqc obraz jej struktury wewnetrz-
nej, natomiast w SEM analizowane sq elektrony odbite, co pozwala na uzyskanie trojwymiaro-
wych obrazow powierzchni. Mikroskop STEM jest polqczeniem technik TEM oraz SEM, w kto-
rym wykorzystywane sq zarowno elektrony przechodzqce jak i skanowanie powierzchni probki.
Dzigki temu mozliwe jest nie tylko zobaczenie struktury probki, a nawet obrazowania pojedyn-
czych atomow, ale tez analiza jej sktadu chemicznego. Mikroskopy SBF-SEM, FIB-SEM oraz
SEM-AT umozliwiajq obrazowanie przestrzenne badanego materiatu, przede wszystkim na
podstawie elektronow odbitych. Przygotowanie probek do mikroskopii elektronowej wymaga
specjalistycznych metod, takich jak ultracienkie ciecie, osadzanie na siatkach metalowych, kon-
trastowanie chemiczne oraz napylanie warstw przewodzqcych, co zapewnia wysokq jakos¢ ob-
razowania. W zootechnice mikroskopia elektronowa znajduje zastosowanie w badaniu struk-
tury komorek zwierzecych, analizie sktadu pasz oraz diagnostyce chorob. Dzigki niej mozliwe
jest precyzyjne okreslenie mikrostruktur tkanek, identyfikacja patogenow oraz ocena jakosci
materiatow biologicznych wykorzystywanych w hodowli zwierzgt. Technika ta wspiera rowniez
rozwoj biotechnologii w zootechnice, umozliwiajqc badania genetyczne oraz kontrole zdrowia
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zwierzgt na poziomie komorkowym. Mikroskopia elektronowa pozostaje kluczowym narzedziem
w naukach przyrodniczych i technicznych, a jej dalszy rozwoj otwiera nowe mozliwosci w ba-
daniach biologicznych, materiatowych i zootechnicznych.

Stowa kluczowe.: mikroskop elektronowy, skrawki ultracienkie, elektrony, obrazowanie w mi-
kroskopii

Wstep

Mozliwo$¢ obserwowania obiektow w powiekszeniu celem uwidocznienia trudnych dla ludz-
kiego oka szczegotoéw umozliwita rozwdj nauki, zwlaszcza w obszarach medycyny i szeroko
pojetej biologii. Postep techniczny, jaki dokonat si¢ tutaj na przestrzeni dziejow skutkuje coraz
lepszym poznawaniem $§wiata, opisywaniem nowych organizméw, jak rowniez odkrywaniem
mechanizmow funkcjonujacych w uktadach zywych. Nie powinno by¢ wiec watpliwosci, ze
pojawienie si¢ mikroskopdéw stanowi jedno z najwazniejszych osiagnie¢ ludzkosci, bez ktorych
rozwo0j nauki nie bylby mozliwy.

Pod koniec XVI wieku Holendrzy Hans i Zachariasz Janssen wykonali pierwsza kon-
strukcje mikroskopu, ktory dawal mozliwos¢ dziesigciokrotnego powigkszania ogladanego
obiektu. Sktadal si¢ on z dwoch soczewek, z ktorych jedna zostala nazwana okularem (so-
czewka, przez ktorg obserwowato si¢ obiekt), a druga obiektywem (soczewka skierowana na
preparat) (Croft, 2006; Pluta, 1982). Na poczatku XVII wieku Galileusz skonstruowal mikro-
skop sktadajacy si¢ z trzech soczewek, jednak z powodu braku Zrédta §wiatla obserwacje ciem-
nego obrazu byly niezwykle trudne (Murphy i Davidson, 2013). Robert Hook udoskonalit urza-
dzenie, m.in. dodajac zrédto $wiatta (La Berge, 1999). Dzigki obserwacjom struktury korka,
ktéra przywodzita mu na mysl uktad klasztornych cel mnichéw, wprowadzit do nauki termin
,komorka” (ang. cell). Swoje obserwacje opisat w wydanej w 1665 roku publikacji ,,Microgra-
phia” (Korczynski 1 Gacek, 2015). Po lekturze pracy Hooka, ulepszaniem mikroskopu zajat si¢
takze Antoni van Leeuwenhoek. Dzigki zastosowaniu przez niego $swiatta przechodzacego,
a nie jak dotychczas, odbitego, mozliwe stato si¢ obserwowanie obiektow nawet w 300-krot-
nym powigkszeniu (Croft, 2006). Umozliwito mu to obserwacj¢ pierwotniakow, bakterii, ery-
trocytow 1 plemnikow. W kolejnych latach badania nad soczewkami oraz wtasciwosciami $wia-
tla przyczynily si¢ do poprawy rozdzielczosci obserwowanych obiektow. W 1893 roku August
Kohler opracowat zasady o$wietlania probek, dzigki czemu wyznaczono teoretyczng granice
rozdzielczo$ci mikroskopu $wietlnego (La Berge, 1999; Croft, 2006; Bradbury i1 Bracegirdle,
1998; Mertz, 2009).

Odkrycia przetomu XIX 1 XX wieku, takie jak promienie rentgenowskie, elektrony
iteoria soczewek elektronowych, przyczynily si¢ do wynalezienia mikroskopoéw elektrono-
wych. W latach 30. XX wieku Ernst Ruska stworzyt transmisyjny mikroskop elektronowy
(TEM), za co otrzymat nagrode Nobla (Datye, 2003). Kilka lat p6zniej Max Knoll skonstruowat
skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) (Barbacki, 2003). Pod koniec lat 30. ubiegtego
wieku Manfred Ardenne opracowal urzadzenie zawierajace w sobie elementy obu tych mikro-
skopow, tzn. skaningowy transmisyjny mikroskop elektronowy (STEM), ktory dawat naukow-
com nowe mozliwo$ci (Haguenau i in., 2003). Na skalg komercyjng mikroskopy elektronowe
zaczely by¢ produkowane w latach 60. XX wieku. Ze wzgledu na mozliwosci obserwacji obiek-
tow o rozmiarze ponizej 1 pm technika ta stata si¢ kluczowym narzedziem w badaniach z wielu
obszaréw nauki.
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Rodzaje mikroskopow elektronowych i ich zasady dzialania

Do gtownych rodzajéow mikroskopow elektronowych naleza mikroskop skaningowy (SEM)
i transmisyjny (TEM), natomiast modyfikacje tych mikroskopoéw pozwalaja na wykonanie re-
konstrukcji trojwymiarowych badanych tkanek czy komorek i zostaty okreslone jako Volume
Electron Microscopy (skrot: Volume EM lub VEM) (Collinson i in., 2023). Do tej grupy naleza
m.in. mikroskop skaningowy transmisyjny (STEM), SBF-SEM (ang. Serial Block-Face Scan-
ning Electron Microscope), FIB-SEM (ang. Focused lon Beam SEM) oraz SEM-AT (ang. Scan-
ning Electron Microscopy Array Tomography) (Peddie i in., 2022) . Trzy ostatnie wymienione
mikroskopy nie posiadaja polskich oficjalnych nazw i okresla si¢ je za pomocg skrotow pocho-
dzacych od nazw w jezyku angielskim. Cecha wspolng wszystkich mikroskopoéw elektrono-
wych jest to, ze w kazdym przypadku do obrazowania wykorzystuje si¢ przede wszystkim
wigzki elektrondw oraz ich oddziatywanie z materig (Kelsall i in., 2008; Zhou i in., 2012).

Wiasciwosci elektronéw determinujg specyfike budowy mikroskopu elektronowego,
odmienng od mikroskopu $wietlnego (tab. 1). Kluczowe jest tu zastosowanie prozni, co naj-
mniej 10" Pa, poniewaz elektrony znacznie silniej oddziatuja z materig niz fotony, czyli kwanty
swiatta widzialnego (dlatego w przypadku mikroskopow §wietlnych nie ma potrzeby stosowa-
nia prozni). Warunki wysokiej prozni zapewniaja swobodne przemieszczanie si¢ elektronow.
Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu elektronowego, ktora jest znacznie wigksza niz w przypadku
mikroskopu $wietlnego, jest wywolana znacznie mniejsza dtugos$cia fali przyspieszanych elek-
trond6w w poréwnaniu do dtugosci fali Swiatla widzialnego oraz fotonéw promieniowania UV.
Kolejng istotng wiasciwoscia elektrondw jest posiadanie przez nie tadunku, dzieki czemu
mozna zogniskowa¢ wigzke przy uzyciu pola magnetycznego lub elektrycznego (Kelsall i in.,
2008).

Tabela 1. Pordéwnanie wybranych cech mikroskopow §wietlnego i elektronowego
Table 1. Comparison of selected features of light and electron microscopes

Element Mikroskop $wietlny Mikroskop elektronowy

Zrédto promieniowania Swiatto widzialne Wiazka elektronow

Soczewki Szklane soczewki optyczne Soczewki elektromagnetyczne

Obraz Bezposrednio widoczny przez okular Wyswietlany na ekranie lub rejestrowany cy-
frowo

Srodowisko pracy Powietrze Proznia

Powi¢kszenie Do ok. 1500x Nawet ponad 1 000 000x

Zdolno$é rozdzielcza Okoto 200 nm Nawet do 0,1 nm

Obserwowane obiekty Komorki, tkanki, mikroorganizmy Struktury subkomoérkowe, wirusy, nanocza-
steczki

Koszt i dostepnosé Tani, powszechnie dostepny Drogi, wymaga specjalistycznego laborato-
rium

Podstawg budowy mikroskopow elektronowych jest zastosowanie katody jako zrodia
elektronow (dawniej jako dziato elektronowe wykorzystywato si¢ najczesciej wolframowe
wltokno katodowe, obecnie jest ono zastgpowane katodg z heksabromku lantanu) oraz anody,
ktora przyciaga elektrony (Hatas i Szymanski, 1965). Dlatego tez w obszarze migedzy katoda
a anodg nastepuje rozpedzenie elektrondw, a wigzka tych czastek uzyskuje energie o wartosci
réwnej iloczynowi fadunku elektronu oraz napigcia mi¢dzy katoda a anodg (Van Meerssche
1 Feneau-Dupont, 1984). Nastepnie wigzka jest ogniskowana w tzw. cylindrze Wehnelta, ktory
jest rodzajem soczewki elektrostatycznej. Zogniskowana wigzka zostaje skupiona w konden-
sorze 1 skierowana na preparat. Elektrony pierwotne (pochodzace z dziata elektronowego) od-
dziatujg z probka, w wyniku czego emitowane sg rozne rodzaje elektronow, dzieki ktérym moz-
liwe jest wytworzenie obrazu lub analiza sktadu chemicznego badanego materiatu (Kelsall 1 in.,
2008).
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Mikroskop skaningowy (SEM)

W mikroskopie skaningowym obraz jest uzyskiwany poprzez ruch skokowy wigzki po po-
wierzchni probki (tab. 2). Elektrony, ktore padng na preparat, moga by¢ wstecznie rozpraszane,
emitujac sygnat elektronow odbitych (ang. back scattered electrons, BSE). Niesprezyste od-
dziatywanie pomig¢dzy pierwotng wiazka elektronow a probka powoduje emisj¢ elektronow
wtornych (ang. secondary electron, SE), ktére maja nizszg energi¢ niz elektrony rozproszone
wstecznie (Barbacki, 2003; Kelsall i in., 2008). Oprocz tego, do obrazowania w mikroskopii
skaningowej wykorzystuje si¢ takze dyfrakcj¢ elektronoéw (EBSD), elektrony absorbowane
(AE) oraz promieniowanie rentgenowskie, ktore moze by¢ wykrywane poprzez pomiar dtugo-
Sci fali (WDS) lub energii (EDS) wyemitowanego promieniowania (Barbacki, 2003). Sygnat
elektronow jest przetwarzany przez detektory na sygnat cyfrowy, a nast¢pnie na obraz. Naj-
wazniejszymi sktadowymi detektora sg scyntylator, ktory przeksztatca w impulsy $wietlne
energi¢ elektronow wtdrnych oraz fotopowielacz, majacy za zadanie wzmocnienie impulséw
(Barbacki, 2003). Otrzymany obraz jest przestrzenny, dlatego tez ten rodzaj mikroskopu wy-
korzystywany jest do analizy powierzchni (topografii) oraz — dzigki emitowanemu promienio-
waniu rentgenowskiemu — sktadu chemicznego probki (tab. 2). Zdolno$¢ rozdzielcza elektro-
nowego mikroskopu skaningowego wynosi kilkaset tysiecy razy. Napigcie przyspieszajace sto-
sowane w skaningowym mikroskopie elektronowym zwykle zawiera si¢ w przedziale 1-30 kV.

Mikroskop transmisyjny (TEM)

W mikroskopie elektronowym transmisyjnym wigzka elektronéw czgsciowo przechodzi przez
badang probke (tab. 2), a czeSciowo ulega zagieciu na siatce dyfrakcyjnej (Egerton, 2016). Za-
chodzi to w warunkach wysokiej prozni, ktorg utrzymuje si¢ za pomoca pompy rotacyjnej oraz
dyfuzyjnej potaczonych z zaworami prézniowymi.

Zrédlem elektrondw, podobnie jak w przypadku SEM, jest katoda. Kiedy elektrony
przemieszczaja si¢ w kierunku anody, zostaja przyspieszone, a nast¢gpnie uformowane w wigzke
przy pomocy tzw. cylindra Wehnelta (Barbacki, 2003). Wigzka jest nastgpnie formowana przez
soczewki elektromagnetyczne. Kondensory zmieniajg $rednicg i skupienie wigzki, natomiast
przestona kondensora odcina elektrony rozproszone. Ponizej opisanych elementéw znajduje si¢
stolik preparatywny, a preparat jest umieszczany migedzy soczewkami obiektywu. Umieszczona
obok przestona obiektywu odcina elektrony rozproszone i stuzy do zmiany kontrastu, natomiast
przestona selekcyjna ogranicza obszar poddawany dyfrakcji. Po przejsciu przez uktad socze-
wek (dyfrakcyjna, posrednia, projekcyjna) wigzka trafia do komory projekcyjnej, gdzie po-
wstaje obraz wyswietlany za pomoca projektora na ekranie (Egerton, 2016).

W zalezno$ci od zastosowanego w urzadzeniu napi¢cia wyrdznia si¢ dwa rodzaje mi-
kroskopow transmisyjnych: niskonapigciowy, w ktérym napigcie przyspieszajace moze osiggac
maksymalnie 500 kV oraz wysokonapigciowy, gdzie warto$¢ ta osigga do 3 MV (Reimer
1 Kohl, 2008). Dzigki temu w mikroskopie niskonapigciowym mozna obserwowac obiekty
o grubos$ci ponizej 0,1 pm, natomiast w mikroskopie wysokonapigeciowym grubo$¢ preparatu
moze wynosi¢ nieco ponizej 10 um. W TEM mozna obserwowac¢ struktur¢ wewnetrzng komo-
rek, m.in. organelle 1 cytoszkielet komérkowy, potaczenia miedzykomodrkowe, wirusy, bakte-
rie, oraz struktur¢ materiatow technicznych, np. strukture krystaliczng, nanoczasteczki, war-
stwy 1 powloki.

Mikroskop skaningowy transmisyjny (STEM)

Mikroskop skaningowy transmisyjny to zaawansowany typ mikroskopu elektronowego, ktory
taczy cechy mikroskopii transmisyjnej oraz skaningowej. Jego zasada dzialania opiera si¢ na
skanowaniu cienkiej probki za pomoca skupionej wigzki elektronéw, umozliwiajac uzyskanie
szczegblowych obrazéw na poziomie atomowym (tab. 2) (Nellist, 2019).
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Mikroskop STEM wykorzystuje wysokoenergetyczng wigzke elektronoéw, generowang
przez dziatko elektronowe (np. termojonowe lub polowe). Wigzka jest skupiana za pomoca
kondensorow, aby zapewni¢ precyzyjne bombardowanie probki. W odroznieniu od klasycz-
nego TEM, gdzie elektrony przechodza przez cala probke jednocze$nie, w STEM wigzka jest
skupiona do bardzo matego punktu i przesuwana po probcee linia po linii. Dzi¢ki temu uzyskuje
si¢ obrazy o wysokiej rozdzielczo$ci. Elektrony moga wchodzi¢ w rézne interakcje z materia-
tem, co dzigki zastosowaniu réznych detektorow pozwala uzyska¢ réznorodne informacje.
Elektrony przechodzace przez probke umozliwiajg uzyskanie kontrastu masowego, struktural-
nego (detektor jasnego pola), elektrony rozproszone pod duzym katem pozwalajg na uzyskanie
kontrastu ciemnego pola oraz analiz¢ sktadu chemicznego (detektor ciemnego pola), natomiast
wydzielone promieniowanie rentgenowskie umozliwia spektroskopi¢ EDX do identyfikacji
pierwiastkow w probcee (detektory rentgenowskie EDX) (Nellist, 2019).

SBF-SEM
Technika SBF-SEM to przetlomowe narzedzie do obrazowania trojwymiarowej ultrastruktury
tkanek biologicznych. Metoda ta pozwala na automatyczne zbieranie setek do tysigcy obrazow
seryjnych, co umozliwia rekonstrukcj¢ przestrzenng mikroanatomii z wyjatkowa precyzja. Wy-
wodzi si¢ ona z koncepcji zaproponowanej przez Leightona w 1981 roku, ktory zintegrowat
mikrotom z mikroskopem skaningowym (Courson i in., 2021).

Budowa mikroskopu SBF-SEM to potaczenie klasycznego mikroskopu skaningowego
Z precyzyjnym systemem mikrotomii, ktéry umozliwia automatyczne obrazowanie kolejnych
warstw probki (tab. 2) (Courson i in., 2021). Elektrony sa emitowane z katody, a nastepnie
wiazka elektrondéw jest skupiana przez soczewki elektromagnetyczne i kierowana przez cewki
odchylajace, ktore nadaja jej ruch skanujacy po powierzchni probki. Skupiona wigzka elektro-
ndéw pada na powierzchni¢ probki, ktéra zostala wiasnie odstonieta przez mikrotom. Elektrony
wnikaja do prébki i oddziatuja z jej atomami, w wyniku czego powstaja elektrony wstecznie
rozproszone (BSE) (Denk i1 Horstmann, 2004). Oznacza to, ze elektrony nie przechodzg przez
probke (jak w przypadku TEM), lecz oddziatuja z jej powierzchnig. Nastgpnie detektory reje-
strujg sygnaly i przeksztatcajg je w obraz cyfrowy. Po kazdym skanowaniu mikrotom skrawa
kolejng warstwe probki, odstaniajac nowa powierzchni¢ do obrazowania (Courson i in., 2021).
Obraz powstaje wigc dzigki elektronom wtdrnym 1 wstecznie rozproszonym, ktore sg rejestro-
wane po kazdym skrawku. Seria obrazoéw warstwowych jest sktadana komputerowo w trojwy-
miarowg rekonstrukcje struktury probki (Denk 1 Horstmann, 2004).

FIB-SEM

Mikroskop FIB-SEM to zaawansowany system dwuwigzkowy, ktory taczy mozliwosci mikro-
skopii elektronowej z precyzyjnym skrawaniem materiatu za pomoca wiazki jonowe;j (tab. 2)
(Kizilyaprak i in., 2019). Zrodlem elektrondw jest najczesciej dziato z emisja polowa (FEG)
lub wolframowe, natomiast zrédtem jonow jest LMIS (Liquid Metal Ion Source), najczgsciej
wykonany z galu. Wigzka elektronow generowana przez kolumne SEM skanuje powierzchnig
probki i tworzy obraz na podstawie elektrondéw wstecznie rozproszonych. Nastepnie wigzka
jonow generowana przez kolumng FIB precyzyjnie usuwa materiat z probki, odstaniajac ko-
lejne warstwy do obrazowania (Kizilyaprak i in., 2013). Elektrony nie przechodza przez probke
— oddziahujg z jej powierzchnia, generujac sygnaty detekcyjne. Detektory elektronow rejestruja
elektrony wstecznie rozproszone, dzigki czemu tworzony jest obraz (Kizilyaprak 1 in., 2019).

SEM-AT / FM/SEM-AT

Technika SEM-AT stanowi alternatywe dla automatycznych metod objgtosciowych, takich jak
SBF-SEM czy FIB-SEM, oferujac wigksza elastyczno$¢ w analizie. W tym przypadku wyko-
nuje si¢ ultracienkie seryjne skrawki w sposob manualny (analogicznie jak w przypadku TEM)
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1 te umieszcza si¢ w mikroskopie elektronowym (Burel 1 in., 2018). Technika ta moze by¢ ta-
czona z fluorescencja (FM/SEM-AT), by uzyska¢ dodatkowa informacj¢ funkcjonalng.
FM/SEM-AT wykorzystuje wigc dwa typy mikroskopoéw — fluorescencyjny i elektronowy (tab.
2) (Burel i in., 2018; Koike i Yamada, 2019; Micheva i in., 2024). Probka jest wtedy obrazo-
wana w obu systemach, czesto na tych samych skrawkach. W takim przypadku technika SEM-
AT jest drugim etapem analizy badanego materiatu, natomiast pierwszy etap odnosi si¢ do flu-
orescencji. Na poczatku probka (skrawek) jest znakowana fluoroforami. Nast¢pnie zrodto $wia-
tla (LED lub laser) emituje swiatto o okreslonej dtugosci fali, ktore to trafia na probke powo-
dujac emisj¢ $wiatta przez fluorofory. Filtry wzbudzajace i emisyjne selekcjonuja dlugosci fal
dla konkretnego fluoroforu, a detektor rejestruje obraz fluorescencyjny, ktory wskazuje lokali-
zacj¢ wybranych czasteczek (np. biatek) (Koike i Yamada, 2019; Micheva i in., 2024). Po przej-
$ciu przez etap drugi, w ktorym te same skrawki sg przenoszone do mikroskopu elektronowego,
gdzie s obrazowane w SEM (zwykle przy uzyciu elektrondw wstecznie rozproszonych, co
zapewnia wysoki kontrast ultrastrukturalny), obrazy fluorescencyjne i elektronowe sg nakta-
dane cyfrowo. Dzi¢ki korelacji dwoch typdéw mikroskopdw mozliwa jest identyfikacja struktur
molekularnych w konteks$cie ultrastrukturalnym (np. receptor w synapsie, biatko w mitochon-
drium), co znaczaco zwigksza warto$¢ analityczng danych (Burel i in., 2018; Micheva i in.,
2024).

Tabela 2. Porownanie wybranych cech réznych rodzajéw mikroskopow elektronowych
Table 2. Comparison of selected features of different types of electron microscopes

Technika

Zasada dzialania

Typ prébki

Przyklady zastosowania

SEM (skaningowy
mikroskop elektro-
nowy)

TEM (transmi-
syjny  mikroskop
elektronowy)
STEM (skanin-
gowy transmisyjny
mikroskop elektro-
nowy)

SBF-SEM (serial
block-face SEM)

FIB-SEM (focused
ion beam SEM)
SEM-AT  (scan-
ning electron mi-
croscopy array to-
mography)
FM/SEM-AT (flu-
orescence/scanning
electron  micros-
copy array tomog-
raphy)

Elektrony skanuja powierzchni¢
probki, rejestrowane sa elek-
trony wtorne

Elektrony przechodzg przez bar-
dzo cienka probke

Skanowanie punktowe wiazka
elektronow przez probke

Automatyczne skrawanie
bloczka 1 obrazowanie po-
wierzchni po kazdej warstwie
Wiazka jonéw usuwa materiat,
SEM rejestruje obraz warstw

Seryjne obrazowanie ultracien-
kich skrawkow

Seryjne obrazowanie ultracien-
kich skrawkéw znakowanych
fluorescencyjnie

Przewodzaca lub pokryta warstwa
przewodnika, np. ztota

Zatopiona w zywicy, skrawki ul-
tracienkie

Zatopiona w zywicy, skrawki ul-
tracienkie

Zatopiona w Zywicy

Zatopiona w Zywicy

Zatopiona w zywicy, seryjne

skrawki ultracienkie

Zatopiona w zywicy, seryjne
skrawki ultracienkie znakowane
fluorescencyjnie

Topografia powierzchni, sktad chemiczny

Struktura wewnetrzna organelli, wirusow,
nanoczasteczek

Analiza struktury i morfologii, ilociowa i
jakosciowa analiza pierwiastkow chemicz-
nych

Trojwymiarowe obrazowanie struktur bio-
logicznych

Rekonstrukcje trojwymiarowe, badanie
polprzewodnikow

Wizualizacja szczegotow ultrastruktury
materii, badanie lokalizacji i dystrybucji
sktadnikéw komoérkowych, analiza poro-
watos$ci 1 deformacji materiatow

Lokalizacja bialek w kontekécie ultrastruk-
tury komorkowej

Proces przygotowywania probek do mikroskopii elektronowej

Fragmenty pobranych tkanek, przeznaczonych do analizy w SEM, nalezy podda¢ procesowi
utrwalania w celu zachowania ich strukturalnej integralno$ci oraz ochrony przed degradacja
(rys. 1). Standardowa metodg utrwalania jest inkubacja w 3% roztworze glutaraldehydu w bu-
forze fosforanowym (pH 7,4) lub formalinie, cho¢ w zalezno$ci od specyfiki badanej probki
mozliwe jest takze zastosowanie acetonu, alkoholi o r6znym stezeniu badz czterotlenku osmu,
ktéry zwieksza kontrast w obrazowaniu (Mehdizadeh i in., 2014).
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Po etapie utrwalania probki poddaje si¢ procesowi odwodnienia w szeregu alkoholo-
wym o roshacym stezeniu (25%, 50%, 75%, 96%, 100%), co zapewnia stopniowe usunigcie
wody 1 minimalizuje ryzyko zmian morfologicznych (rys. 1). Nastepnie probki umieszcza si¢
w acetonie w celu dalszej eliminacji resztkowej wilgoci oraz przygotowania ich do kolejnych
etapow analizy (Boyde 1 Wood, 1969; Mehdizadeh i in., 2014).

Odwodnione probki, umieszczone w dedykowanych uchwytach, nalezy podda¢ proce-
sowi suszenia w punkcie krytycznym z zastosowaniem dwutlenku wegla (CO-), co pozwala na
eliminacje cieczy bez powodowania zmian morfologicznych (rys. 1). W przypadku konieczno-
$ci analizy mniejszych fragmentéw probki mozna podda¢ kontrolowanej fragmentacji poprzez
rozlupywanie lub rozkruszanie, dostosowujac ich wielkos$¢ do specyficznych wymagan badaw-
czych (Jones, 2012). Nastgpnie probki mocuje si¢ na specjalistycznych holderach (rys. 1) po-
krytych przewodzaca tasma weglowa lub krazkami weglowymi, zapewniajac stabilno$¢ i od-
powiednie warunki do dalszej analizy (Boyde i Wood, 1969).

Aby umozliwi¢ przewodzenie elektronéw przez badang probke, jej powierzchnia zo-
staje pokryta cienkg warstwa metalu szlachetnego (rys. 1), najczesciej ztota, platyny lub pal-
ladu, co znaczaco poprawia jako$¢ obrazowania w TEM. Gotowe preparaty, przeznaczone do
analizy, przechowuje si¢ w eksykatorze, co chroni je przed wpltywem wilgoci i potencjalnymi
zmianami strukturalnymi (Mehdizadeh i in., 2014).
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. = (&)
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krytycznym
CO2 b _l r T
[o[e[e]e]e] & 3 s 8
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie etapéw przygotowania probki do analizy w mikroskopie elektronowym
skaningowym

Figure 1. Schematic representation of the stages of sample preparation for analysis in a scanning electron micro-
scope

Probki wykorzystywane do analizy pierwiastkowej w SEM poddaje si¢ procesowi
oczyszczania w rozpuszczalniku, takim jak aceton, w celu usunigcia zanieczyszczen powierzch-
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niowych. W przypadku materialéw o wigkszej twardosci konieczne jest ich uprzednie przycig-
cie i wypolerowanie (Goldstein i in., 2003). Probki nieprzewodzace mogg wymagaé zastoso-
wania dodatkowej warstwy przewodzacej, zazwyczaj w postaci napylonego ztota, w celu po-
prawy jakos$ci sygnatu elektronowego. W trakcie analizy kluczowe jest odpowiednie dostoso-
wanie parametrow detekcji oraz wyboru rodzaju detektoréw do specyfiki analizowanego mate-
riatu (Ali 1 1in., 2023).

Probki tkankowe przeznaczone do obrazowania w TEM, SBF-SEM, FIB-SEM oraz
SEM-AT nalezy podzieli¢ na niewielkie fragmenty o maksymalnej $rednicy okoto 3 mm, a na-
stepnie podda¢ utrwaleniu w celu zachowania ich strukturalnej integralnosci (rys. 2). Standar-
dowa procedurg jest inkubacja probek przez 24 godziny w 3% roztworze glutaraldehydu w bu-
forze fosforanowym (pH 7,4). Po zakonczeniu tego etapu tkanki przeptukuje si¢ w buforze fos-
foranowym (pH 7,4), po czym umieszcza w 1% roztworze czterotlenku osmu w tym samym
buforze, co zapewnia dalsze utrwalenie oraz wzrost kontrastu (Tizro i in., 2019).

Po utrwaleniu material poddaje si¢ odwodnieniu w gradiencie alkoholi o narastajacych
stezeniach (25%, 50%, 75%, 96%, 100%), a nastepnie umieszcza w tlenku propylenu, ktory
przygotowuje probke do procesu zatapiania w zywicy epoksydowej (rys. 2). Optymalnym roz-
wigzaniem przy zatapianiu tkanki w zZywicy jest zastosowanie specjalistycznych silikonowych
foremek, ktore umozliwiaja precyzyjne formowanie bloczkéw (Graham i Orenstein, 2007).
W analogiczny sposob przygotowuje si¢ probki do SBF-SEM oraz FIB-SEM, a doktadne pro-
tokoty dedykowane tym technikom sg wciagz optymalizowane celem jak najlepszego uwidocz-
nienia r6znego rodzaju struktur (Denk 1 Horstmann, 2004; Kizilyaprak i in., 2013; Kizilyaprak
i1in., 2019; McClain i Nowotarski, 2024; Sall i in., 2024). Tak przygotowane bloczki tkankowe
sa gotowe do umieszczenia w komorze mikroskopu SBF-SEM oraz FIB-SEM, natomiast celem
analizy w TEM i SEM-AT nalezy podda¢ je dalszemu przygotowaniu, tzn. m.in. procesowi
trymowania, polegajacemu na mechanicznym przycinaniu nadmiaru zywicy przy uzyciu szli-
fierek, pilnikéw oraz zyletek. Ostateczna wielkos¢ szczytowej czesci bloczka powinna obejmo-
wac wylacznie obszar zatopionej tkanki i miesci¢ si¢ w granicach kilku milimetréw $rednicy
(Mielanczyk 1 in., 2015).

Przed rozpoczgciem obrazowania w mikroskopie wykonuje si¢ skrawki potcienkie,
ktore umozliwiajg wstepng analize¢ probki w mikroskopie §wietlnym (rys. 2). Taki etap pozwala
na oceng¢ przekroju tkanki, ktory bedzie nastgpnie poddany bardziej szczegdtowej analizie ul-
trastrukturalnej. Skrawki potcienkie przygotowuje si¢ za pomocg ultramikrotomu wyposazo-
nego w noze szklane. Fragmenty tkanki o grubosci 0,5 um po umieszczeniu na szkietkach pod-
stawowych poddaje si¢ barwieniu roztworem azur Il — btekit metylenu (1:1). Po wysuszeniu
preparaty sa gotowe do obserwacji w mikroskopie §wietlnym. Jezeli analiza skrawka potcien-
kiego dostarcza satysfakcjonujacych wynikdéw 1 umozliwia identyfikacje struktur przeznaczo-
nych do obrazowania w TEM lub SEM-AT, bloczek zostaje poddany dalszej obrobce. W ko-
lejnym etapie wykorzystuje si¢ n6z diamentowy do wykonania skrawkow ultracienkich o gru-
bosci 20—-60 nm, ktore nastgpnie umieszcza si¢ na specjalistycznych siatkach mikroskopowych
(rys. 2). W zaleznosci od charakterystyki probek stosuje si¢ rozne typy siatek dostosowane do
specyficznych wymagan badawczych. Tak przygotowane skrawki poddaje si¢ kontrastowaniu
przy uzyciu octanu uranylu 1 cytrynianu otowiu, co zwigksza widoczno$¢ struktur komorko-
wych. Po zakonczeniu tych proceséOw probka jest gotowa do obrazowania w TEM lub SEM-
AT (Graham 1 Orenstein, 2007; Hayat, 2012; Mielanczyk i in., 2015).
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie etapdw przygotowania probki do analizy na przyktadzie mikroskopu
elektronowego transmisyjnego

Figure 2. Schematic representation of the stages of sample preparation for analysis using a transmission electron
microscope as an example

Wykorzystanie mikroskopii elektronowej w badaniach zootechnicznych

Mikroskopia elektronowa jest niezwykle cennym narzedziem w badaniach zootechnicznych,
umozliwiajacym szczegotowe analizy struktur komorkowych oraz mikroorganizméow wystepu-
jacych w organizmach zwierzat hodowlanych. Wsréd kluczowych zastosowan wyr6dznié
mozna: 1) analize jako$ci pasz 1 dodatkow paszowych; 2) badania ultrastrukturalne komorek
1 tkanek celem analizy zmian patologicznych i adaptacyjnych w narzadach zwierzat, zwlaszcza
w kontekscie chordb lub skutkow dziatania ré6znych czynnikow §rodowiskowych; 3) diagno-
styke chorob zwierzgcych — mikroskopia elektronowa umozliwia identyfikacj¢ patogenow, ta-
kich jak wirusy, bakterie 1 pasozyty, ktore moga wptywac na zdrowie zwierzat hodowlanych;
4) badania reprodukcji zwierzat — analiza jako$ci plemnikow oraz komorek jajowych, jest
istotna dla programow hodowlanych i sztucznego zaptodnienia; 5) oceng skutkow srodowisko-
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wych — umozliwia analize¢ wptywu czynnikéw toksycznych, zanieczyszczen i warunkéw ho-
dowlanych na organizmy zwierzat (rys. 3) (Mebus i Underdahl, 1977; Graham i Orenstein,
2007; Orlova i Saibil, 2011; Sharma i Bhardwaj, 2019; Curry, 2000).

analiza jakosci pasz i dodatkdéw paszowych

analiza zmian patologicznych i adaptacyjnych w narzadach zwierzat

analiza wptywu czynnikdw toksycznych, zanieczyszczen i warunkéw hodowlanych na

organizmy zwierzat

Rysunek 3. Kluczowe zastosowania mikroskopii elektronowej w zootechnice
Figure 3. Key applications of electron microscopy in animal science

Analiza jakosci pasz 1 dodatkow paszowych przy uzyciu mikroskopii elektronowej jest
niezwykle precyzyjna metoda, pozwalajaca na ocen¢ zarowno sktadu chemicznego, jak i struk-
tury czasteczkowej komponentéw uzywanych w zywieniu zwierzat hodowlanych. Mikroskopia
elektronowa umozliwia szczegdétowe badanie struktury czasteczkowej pasz, co jest istotne dla
ich przyswajalnosci i strawnos$ci (Sharma i Bhardwaj, 2019). Mozna analizowa¢ m.in. wielko$¢
i ksztalt czastek, ktore wptywaja na procesy trawienne u zwierzat oraz obecnos¢ niepozadanych
struktur, takich jak zanieczyszczenia czy mykotoksyny. Badania przy pomocy mikroskopii
elektronowej pozwalaja takze na oceng jako$ci bialek (denaturacja i wptyw procesow techno-
logicznych na ich warto$¢ biologiczng) i thuszczow (utlenienie oraz obecno$¢ niepozadanych
substancji) (Orlova i Saibil, 2011). Mikroskopia elektronowa pozwala takze na identyfikacje
mikroorganizmow i patogendéw, ktore moga znajdowac si¢ paszy, takich jak bakterie chorobo-
tworcze (np. Salmonella czy Escherichia coli), grzyby i ple$nie, wirusy (Curry, 2000). Dzieki
mikroskopii elektronowej mozna takze analizowac, jak procesy technologiczne, takie jak eks-
trudowanie, suszenie czy granulowanie, wpltywaja na mikrostrukture paszy, co jest kluczowe
dla oceny stabilnosci sktadnikow odzywczych oraz ich biodostgpnosci.

Badania ultrastrukturalne komorek 1 tkanek przy uzyciu mikroskopii elektronowej od-
grywaja kluczowg rolg¢ w diagnostyce chorob oraz analizie adaptacyjnych mechanizmow orga-
nizmow zwierzecych w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe. Technika ta pozwala na szcze-
gotowe zbadanie mikrostruktur, ktoére nie s3 widoczne w tradycyjnej mikroskopii $wietlne;j.
Zidentyfikowa¢ mozna m.in. zwyrodnienie i1 nekroz¢ komoérek, uszkodzenia btony komdrko-
wej, nagromadzenie patologicznych substancji, zmiany w strukturze mitochondriéw czy tez
zmiany w komodrkach odpornosciowych (Graham i Orenstein, 2007).

Mikroskopia elektronowa jest niezwykle precyzyjna metoda diagnostyki chordb zwie-
rzecych, pozwalajaca na szczegdtowq analize struktury komoérkowej 1 identyfikacje patogenow
na poziomie ultrastrukturalnym (Mebus i Underdahl, 1977). Szczegolnym zastosowaniem mi-
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kroskopii elektronowej jest analiza probek pobranych od zwierzat w celu monitorowania epi-
demii oraz badan nad nowymi terapiami. Dzigki swojej precyzji i niezawodno$ci mikroskopia
elektronowa stanowi fundament wspotczesnej diagnostyki weterynaryjnej, przyczyniajac si¢ do
skuteczniejszego leczenia oraz ochrony zdrowia zwierzat (Graham i Orenstein, 2007).

Mikroskopia elektronowa odgrywa kluczowa rolg w badaniach nad reprodukcja zwie-
rzat, szczegolnie w ocenie jakosci plemnikow oraz komorek jajowych. Dzigki niezwykle wy-
sokiej rozdzielczos$ci pozwala na szczegotowa analize struktury i morfologii gamet, co ma
ogromne znaczenie dla programéw hodowlanych i technologii sztucznego zaptodnienia. Mi-
kroskopia elektronowa umozliwia ocen¢ wielu parametréw wplywajacych na ptodnos¢ samcow
(m.in. morfologia plemnikow, integralno$¢ akrosomu, stan btony komoérkowej czy tez stan mi-
tochondridw) oraz samic (struktura ostonki przejrzystej, stan cytoplazmy oraz organelli komor-
kowych) (Baylor i in., 1943; Sotelo i Porter, 1959; Van Der Horst i in., 1991; Suzuki i in., 1996;
Pesch i in., 2006). Dzi¢ki tak doktadnej analizie hodowcy mogga selekcjonowacé najwyzszej ja-
ko$ci gamety do zabiegdw sztucznego zaplodnienia, co zwigksza szanse na zdrowe potomstwo
1 poprawia efektywno$¢ programéw hodowlanych. Mikroskopia elektronowa jest takze uzy-
wana do badan nad wptywem czynnikéw srodowiskowych na ptodno$¢ oraz do monitorowania
skutecznos$ci metod kriokonserwacji gamet (Khalil i in., 2018).

Mikroskopia elektronowa jest niezwykle cennym narzedziem w badaniach nad wpty-
wem $rodowiska na organizmy zwierzat, pozwalajac na precyzyjna analize skutkow dziatania
toksycznych substancji, zanieczyszczen oraz warunkow hodowlanych na poziomie komorko-
wym 1 subkomoérkowym. Za pomocg mikroskopii elektronowej mozna analizowa¢ nagroma-
dzenie metali ciezkich w tkankach powodujace uszkodzenia organelli komorkowych i zaburze-
nia funkcji komorek, uszkodzenia DNA wynikajace z ekspozycji na mutageny srodowiskowe,
prowadzace do zmian nowotworowych lub probleméw reprodukcyjnych czy tez zmiany
w strukturze bton komoérkowych spowodowane dziataniem pestycydéw lub innych substancji
chemicznych, a takze analizowa¢ obecno$§¢ mikro- i nanoplastiku w tkankach i komorkach
wszelakich zwierzat i roslin 1 ich wptywu na metabolizm komorkowy (Soyer 1 Bayram, 2007;
Bell 1 in., 2012; Mankos 1 in., 2014; Miserli 1 in., 2023).

Podsumowanie

Mikroskopia elektronowa to jedno z najwazniejszych narz¢dzi badawczych wspotczesnej na-
uki, umozliwiajace analize struktur na poziomie atomowym. Dzieki réznym typom mikrosko-
pow elektronowych — TEM, SEM 1 STEM — mozliwe jest szczegdtowe badanie materiatlow
biologicznych, nanotechnologicznych i1 inzynieryjnych. Technika ta znajduje zastosowanie
w wielu dziedzinach, od medycyny po przemyst, przyczyniajac si¢ do rozwoju nowych tech-
nologii 1 odkry¢ naukowych.

W zootechnice mikroskopia elektronowa odgrywa istotng role w badaniu struktury ko-
morek zwierzecych, analizy skladu pasz oraz oceny jakosci materialéw biologicznych wyko-
rzystywanych w hodowli. Dzigki niej mozna doktadnie analizowa¢ mikroorganizmy wptywa-
jace na zdrowie zwierzat, a takze badac¢ ultrastrukture tkanek w celu lepszego zrozumienia pro-
cesow fizjologicznych 1 patologicznych. Mikroskopia elektronowa wspiera roéwniez rozwoj
biotechnologii w hodowli zwierzat, umozliwiajac precyzyjne badania genetyczne i diagnostyke
chorob. Postep w tej dziedzinie nieustannie poprawia rozdzielczo$¢ obrazowania i mozliwosci
analizy, otwierajac nowe perspektywy dla przysztych badan. Nowoczesne techniki, takie jak
SBF-SEM, SEM-AT i FIB-SEM, umozliwiajag wykonanie rekonstrukcji trojwymiarowych ba-
danych tkanek czy komorek. Mikroskopia elektronowa pozostaje wiec kluczowym narzedziem
w zrozumieniu mikro- i nanostruktur, prowadzac do dalszego rozwoju nauki i technologii.
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ELECTRON MICROSCOPY IMAGING METHODS IN ZOOTECHNICAL
RESEARCH

Anna M. Dymek, Jakub Dymek
SUMMARY

Electron microscopy is a seminal research technique that facilitates analysis of structures at the
atomic level. The development of the electron microscope can be traced back to the 1930s,
when Ernst Ruska and Max Knoll constructed the first such instrument, utilizing a beam of
electrons in lieu of visible light. Since that time, significant advancements have been made in
the field, resulting in the development of a variety of microscopes, including TEM (transmis-
sion), SEM (scanning), STEM (scanning-transmission), SBF-SEM (serial block-face scanning
electron microscope), FIB-SEM (focused ion beam SEM), and SEM-AT (scanning electron
microscopy array tomography). The operating principle of electron microscopes is based on the
emission of electrons, which are accelerated and focused by electromagnetic lenses. In the
transmission electron microscope (TEM), electrons are permitted to pass through the specimen,
thereby creating an image of its internal structure. In the scanning electron microscope (SEM),
reflected electrons are analyzed, thus enabling the generation of three-dimensional images of
the surface. A STEM microscope is a sophisticated instrument that integrates the capabilities
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of a transmission electron microscope (TEM) and a scanning electron microscope (SEM), em-
ploying both transmitted electron and scanning of the sample surface techniques. This approach
enables not only the observation of the sample’s structural arrangement and the imaging of
individual atoms, but also the analysis of its chemical composition. SBF-SEM, FIB-SEM, and
SEM-AT microscopes facilitate the spatial imaging of the material under examination, predom-
inantly based on the principle of electron reflection. The preparation of samples for electron
microscopy is an exacting process that requires the application of specialized methodologies.
These include ultrathin sectioning, deposition on metal grids, chemical contrasting and sputter-
ing of conductive layers. The implementation of these techniques is essential to ensure the ac-
quisition of high-quality imaging data. In the field of animal science, electron microscopy is
employed in the study of the structure of animal cells, the analysis of the composition of feed,
and the diagnosis of diseases. The technology under discussion enables the precise determina-
tion of tissue microstructures, the identification of pathogens, and the assessment of the quality
of biological materials utilized in the context of animal breeding. This technique also supports
the development of biotechnology in animal science, enabling genetic research and control of
animal health at the cellular level. Electron microscopy remains a pivotal instrument in both
natural and technical sciences, with its ongoing development generating new possibilities in the
domains of biological, material and animal science research.
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