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Les échantillons biologiques sont fortement hydratés. Les méthodes conventionnelles de préparation 
pour leur observation au MEB conventionnel nécessitent une fixation chimique qui est lente suivie 
d’une déshydratation à  l’aide d’un solvant et d’une métallisation. Toutes ces méthodes introduisent des 
artefacts puisqu’elles consistent à éliminer l’eau en entrainant l’extraction, la modification ou le 
déplacement de constituants cellulaires.  

Les méthodes cryogéniques ont été largement développées en MET (microscopie électronique à 
transmission) pour remédier à ces artefacts introduits lors de la préparation des échantillons. Les 
nouvelles générations de MEB peuvent être équipées d’une platine cryogénique refroidie à l’azote 
liquide permettant l’observation directe de l’échantillon biologique à l’état congelé, de l’échantillon 
massif (1) aux macromolécules (2). Pour les échantillons massifs cette observation peut se faire par 
exemple après une cryofracture et une légère sublimation. Les volumes observés sont plus proches du 
vivant et les structures cellulaires internes sont mieux préservées. Un MEB-FEG permet de travailler à 
faible tension d’accélération (quelques kV) tout en gardant une résolution spatiale de l’ordre du 
nanomètre préservant ainsi l’échantillon biologique. Le MEB-FEG en mode cryogénique a l’avantage 
par rapport au MET de réduire les étapes de préparation (gain de temps) et d’obtenir des champs 
d’observation plus larges. 

Le TD proposé permet de voir la mise en œuvre d’un type de préparation cryogénique pour un 
échantillon biologique. Puis son introduction directement dans la chambre d’observation du MEB-FEG 
équipé d’une platine refroidie à l’azote liquide où il sera observé et photographié.  

Le cryo-MEB-FEG équipé d’une platine cryogénique, d’une station cryogénique et d’un cryotransfert 
permet d’observer des échantillons biologiques à froid qui ont été congelés dans l’azote dit « pâteux », 
ou en surfusion, de préférence sans fixation chimique, directement dans la station cryogénique. Avant la 
cryofixation l’échantillon est collé à l’aide d’une colle au graphite sur le support pour être plongé dans 
l’azote pâteux. 

Les différents types de cryofixations et de cryopréparations pour les échantillons biologiques (3) seront 
discutés et comparés : avantages et inconvénients.  

L’échantillon est ensuite  fracturé à l’aide d’une pointe métallique ou d’un couteau à température de 



l’azote liquide puis sublimé. L’échantillon peut être sublimé soit en agissant sur la température de la 
chambre d’observation, soit directement sous le faisceau en augmentant la température de la platine. 
Lorsque les structures internes de l’échantillon sont apparentes il peut être métallisé ou non par 
sputtering grâce au métalliseur intégré dans la station cryogénique permettant de mettre en relief les 
structures dégagées. L’intérêt de la métallisation et du type de métallisation sera discuté pour un 
échantillon biologique en mode cryogénique. 

Nous retrouvons dans cette méthodologie celle utilisée en MET pour l’obtention et l’observation de 
« répliques » après cryofracture. L’avantage du MEB-FEG réside dans l’étendue du champ observable 
d’un seul tenant, et non pas fragmenté comme en MET, et dans la rapidité d’obtention du résultat 
puisqu’il évite toutes les étapes de lavage d’une réplique qui prennent plus de 2 jours. L’utilisation d’un 
MEB-FEG en mode cryogénique pour les échantillons biologiques donne des résolutions spatiales de 
l’ordre de quelques nanomètres comparables à celles obtenues en MET pour les répliques de 
cryofracture. 
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