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Informatie over de FESEM (Veld-Emissie Scanning Electronen Microscoop)
Radboud Universiteit Nijmegen
Onderzoekers van biologie, scheikunde en natuurkunde gebruiken de veld-emissie scanning electronen microscoop (FESEM) om fijne structuren (zo klein als                  1 nanometer = een miljoenste millimeter!) op de oppervlakte van cellen en materiaal te bekijken. Enkele voorbeelden van objecten die in de praktijk met een FESEM onderzocht worden zijn celorganellen en kernen, synthetische polymeren en coatings op microchips. Vanachter je computer kun je een verbinding maken met de simulatie FESEM op www.vcbio.science.ru.nl/fesem/ en online een kijkje nemen naar een aantal objecten. De virtuele FESEM biedt je ook de mogelijkheid om een aantal instellingen (bijv. de vergrotingsfactor, de scherpstelling en het contrast) precies zoals bij de echte microscoop interactief te bedienen. 

Hieronder vind je informatie over de werking van een FESEM:
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1. Principe

1.1.Wat betekent het woord FESEM?

FESEM is de engelstalige afkorting voor Field Emission Scanning Electron Microscope. Een FESEM is een microscoop dat niet met licht maar met electronen (negatief geladen deeltjes) werkt. Deze electronen worden met behulp van een veldemissie bron  (Field emission source) vrijgemaakt. Het preparaat wordt volgens een soort zig-zag patroon afgetast (scanning) met electronen. 

1.2.Waar gebruik je een FESEM voor?

Met een FESEM kan men hele kleine details op de oppervlakte of breukvlakken van objecten zichtbaar maken. Onderzoekers in de biologie, scheikunde en natuurkunde gebruiken deze techniek om structuren te bekijken die zo klein kunnen zijn als 1 nanometer (=een miljoenste millimeter). De FESEM wordt bijvoorbeeld ingezet in studies over organellen en kernmateriaal in cellen, synthetische polymeren, en coatings op microchips. Het microscoop dat als voorbeeld gediend heeft voor de virtuele FESEM is een  Jeol 6330 dat gekoppeld is aan een speciale vriesbreekeenheid (Oxford Ato). Deze echte FESEM staat bij de afdeling Gemeenschappelijk Instrumentarium de Universiteit Nijmegen.
1.3. Hoe werkt een FESEM?

Electronen worden uit een veldemissie bron vrijgemaakt en in een hoge spanningsveld versneld. Deze zogenaamde primaire electronen worden in een kolom onder vacuum via electronische lenzen tot een bundel gefocusseerd en volgens een scanpatroon punt voor punt op het object gebombardeerd. Als gevolg hiervan worden vanuit elk punt op het object secundaire electronen losgeslagen. De hoek en snelheid waarmee de secundaire electronen vrijkomen zijn kenmerkend voor de oppervlakte structuur van het object. De secundaire electronen worden door een detector opgevangen en tot een electronisch signaal omgezet. Dit signaal wordt versterkt en verwerkt tot een video scanbeeld dat op een monitor te zien is, of tot een digitaal beeld dat bewaard en verder bewerkt kan worden. 
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1.4.  Hoe ziet een cryo-FESEM eruit?

Een cryo-FESEM ziet eruit als een cylindrische kolom (1; voor de electronenbundel) dat op een bureau gemonteerd is. De kolom herbergt de electronenbundel.  Op  verschillende hoogten in de kolom bevinden zich knoppen om de electronen bundel te regelen. Er lopen ook leidingen om het vacuum en de temperatuur in het instrument en de vrieseenheid (cryo-eenheid) in stand te houden. De microscoop wordt bestuurd vanuit het bedieningspaneel (2; op tafel).  Een kopie van dit paneel is gebruikt voor de simulaties. Aan de linkerkant van de kolom bevindt zich de cryo-eenheid met een binoculair (3). Aan de voorkant,  onder de kolom steekt de sluisingang (4) uit waardoor het object in het hoog-vacuum gedeelte ingebracht kan worden bij  conventionele (niet cryo) scanning microscopie. Op een groot beeldscherm (5) zie je het object terwijl het gescand wordt. Het klein beeldscherm (6) dient om de objecthouder binnen de objectkamer te controleren. Rechts staat de computer voor beeldverwerking (7). Onder het bureaublad bevinden zich kastjes met (VEEL) electronica (8). Op de achtergrond hoor je het gepruttel van de pompen die het vacuum in de kolom onderhouden en het gessis van de dampende stikstof voor de vrieseenheid en koeling van de kolom.

2. Preparatie

Monsters die met een SEM bekeken worden worden geleidend gemaakt voor electriciteit door ze met een sputter coater van een uiterst dun laagje (1,5-3 nm) goud of goud/palladium te voorzien. Objecten moeten ook bestand zijn tegen hoog vacuum en mogen dit vacuum niet verstoren, bijvoorbeeld door verlies van watermoleculen en gassen. Metalen, polymeren en kristallen leveren meestal weinig probleem op en behouden hun structuur in de SEM. Biologisch materiaal echter vergt een voorfixatie met bijvoorbeeld koude stikstof slush (cryo-fixatie) of chemische middelen. Cryo-gefixeerd materiaal kan men bij deze microscoop in een speciale ingebouwde eenheid vriesbreken, coaten en meteen bekijken. Chemisch gefixeerd materiaal moet men eerst naspoelen, onder het kritisch punt drogen om beschadigingen door oppervlaktespanning te voorkomen, en apart coaten voor men het in de FESEM sluist. 
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3. Elektronenbron
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In gewone electronen microscopen wordt als bron van electronen meestal een wolfram draad (draad = filament) gebruikt. Hierbij komen electronen vrij door verhitting van het gloeidraad met stroom tot een temperatuur van ongeveer 2800(C. Soms wordt als filament een kristal van lantanumhexaboride (LaB6) gebruikt dat op een wolframdraad is gemonteerd. Hiermee kan een hogere electronendichtheid in de bundel produceerd worden dan met een gewone gloeidraad en wordt een betere resolutie verkregen. Bij een veld emissie (FE) scanning electronen microscoop vindt geen verhitting plaats maar wordt een “koude” bron gebruikt. Een uiterst scherpe wolfram naald (tip diameter 10–7 –10-8 m) fungeert als kathode tegenover een primaire en secundaire anode. Het spanningsveld tussen kathode en anode ligt in de orde van grootte van 0,5 tot 30 KV. Deze bron produceert een bundel met een diameter die wel 1000 keer kleiner is dan die van een normale wolframgloeidraad. Daardoor is de beeldkwaliteit aanzienlijk beter dan bij een conventionele SEM. De veldemissie techniek vergt wel een zeer hoog vacuum (10–8 Torr) in de kolom van het microscoop en een voorziening om de bron regelmatig te decontamineren door middel van stroomstoten.  In tegenstelling tot de gloeidraad heeft de veldemissie tip theoretisch een oneindig lange levensduur, mits het vacuum stabiel gehouden wordt.

4. Kolom met lensen en diafragma’s

De bundel electronen in de kolom wordt door een aantal magnetische lenzen (condensorlens, scan spoelen, stigmator spoelen en een objectieflens) en diafragma’s tot een scherp, minuscuul klein vlekje gericht.

1. Condensorlens

 De stroom in de condensorlens bepaalt de diameter van de bundel: weinig stroom levert een kleine bundeldiameter op, veel stroom  een groter diameter. Een kleine bundeldiameter heeft als voordeel dat er een hoge resolutie kan worden behaald, maar dat het signaal wat van het preparaat afkomt laag is en daarmee het beeld ruisiger wordt. Bij een grote bundeldiameter is de situatie omgekeerd. Vaak bestaat de condesorlens uit twee delen. 

2. Scanspoelen
De scanspoelen brengen de electronenbundel in beweging volgens een soort zig-zag patroon over het materiaal (scanning). De weergave van het beeld op de beeldbuis verloopt synchroon met deze scanbeweging. De scansnelheid bepaalt de verversingssnelheid op het scherm en de mate van ruis in het beeld (snelle scan, snel verversing, weinig signaal, veel ruis). (zie SCANMODE in de virtuele FESEM).Des te kleiner het gescande gebied op het object, des te groter de vergroting wordt bij een gelijke venstergrootte op het scherm (zie MAGNIFICATION in de virtuele FESEM). Vaak bestaan scan spoelen uit boven- en onder-scanspoelen, die een cirkelvormige schaduwvorming voorkomen bij lage vergrotingen 

3. De objectieflens
De objectieflens is de onderste lens in de kolom. De objectieflens focuseert de electronen bundel op het monster (zie FOCUS in de virtuele FESEM). Bij een korte werkafstand (= monster in hogere stand en dichter bij de lens) moet de objectieflens een grotere kracht op de electronen bundel uitvoeren dan bij een lange werkafstand. Bij een kortste werkafstand is ook de uiteindelijke bundel diameter het kleinst, de resolutie het beste, maar de scherptediepte het slechtste. (De scherptediepte geeft aan welke bereik in vertikale richting van het monster nog scherp zichtbaar blijft.).

4. De stigmator spoelen

De stigmatorspoelen zorgen ervoor dat de electronenbundel ter hoogte van de objectieflens even sterk in de x als in de y richting wordt ingedrukt en zodoende een mooie ronde vorm krijgt. Als die bundel ellips-vormig is ziet het beeld er vegerig en onscherp uit (zie ALIGN X Y in de virtuele FESEM).

5. Objectkamer
Het object dat voorzien is van een geleidende laag wordt op een speciale houder gemonteerd en via een sluiskamer op een richtbare tafel in het hoge vacuum gedeelte van de microscoop geklemd. Bij de virtuele FESEM kan men het object vanuit het bedieningspaneel met de X en Y pijlen onder POSITION horizontaal of vertikaal op het scherm verplaatsen. In de echte microscoop kan men het object in de kamer met een joy stick volgens de rechts-links as, en de voor-achter as verschuiven. Naast deze functie kan het object ook nog gekanteld (Tilt), geroteerd (R) en in Z richting (= dichter of verder weg van de objectief lens) verplaatst worden. De “secondary electron emission” detector bevindt zich aan de achterkant van de objecttafel in deze monsterkamer. 

6. Beeldvorming

Bij het scannen maakt de primaire electronenbundel secondaire electronen (SE) vrij. De energiewaarde van deze SE -en daarmee het contrast in het beeld- wordt onder meer bepaald door de verschillen in hoogte en hoeken aan de oppervlakte van het object. De SE worden vervolgens door de Corona ring aangetrokken en opgevangen door de "Secundary Emission Detector". Deze detector zit vast aan een fluoriserende spiegel dat oplicht met een intensiteit die varieert afhankelijk van de snelheid waarmee de electronen de spiegel bereiken. De lichtsignalen worden door een photomultiplier versterkt omgezet naar een video signaal. Dat signaal wordt via een kathode straalbuis op een scherm tot een zichtbaar beeld geprojecteerd. Er wordt ook een computer-beeld gegenereerd dat verder digitaal bewerkt kan worden.

7. Contact en links

Personen

Beheerder van de FESEM: Geert-Jan Janssen (oud-medewerker: Huub Geurts)
Technisch specialist Jeol: Rob Fase

Ontwerper van de virtuele FESEM: Jeroen van Beurden

Webstructuur: Remco Aalbers

Aanzet + aanvraag subsidie virtueel FESEM project: Jan Derksen 

Imaging – webpagina’s: Elisabeth Pierson

Fotografie: Gerard Dekkers

Links:

Artikel over scanning electronen microscopie met schetsen (Engels): www.sem.com/analytic/sem.htm
