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Preparo de Amostras para Observação de 
Nanoestruturas em Microscópio Eletrônico 
de Varredura Acoplado a Detector STEM1

Introdução
Nas últimas décadas, a nanotecnolo-

gia tem emergido como um campo 
revolucionário da ciência e tecnologia 
e suas aplicações trazem avanços em 
distintas áreas, incluindo computação 
e  c o m u n i c a ç ã o ,  b i o s s i s t e m a s  e 
ciências médicas, agricultura, ciência e 
tecnologia de alimentos, engenharia de 
materiais, ciências ambientais, dentre 
outras. Nesse cenário, as etapas de 
pesquisa, síntese, desenvolvimento e 
elaboração de materiais e estruturas 
em escala nanométrica devem estar 
aliadas a avançados métodos e 
ferramentas de investigação, incluindo-
se a microscopia eletrônica em suas 
variadas vertentes (Vance, et al., 2015). 
As diferentes abordagens instrumentais 
da microscopia eletrônica, tais como 
microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), microscopia eletrônica de 
transmissão (MET), MEV com emissão 
de campo, MEV com feixe de íon foca-
lizado, MEV acoplado ao STEM, etc., 
perfazem requisitos fundamentais na 
análise de constituintes, sistemas e ma-
teriais nanoestruturados (Leach, 2011). 
Neste trabalho, apresenta-se a téc-
nica de visualização de nanoestruturas 
dispersas em solução, não condutoras 
e de difícil contraste, aplicando-se a 
contrastação negativa como realce sob 
detector ‘STEM’ acoplado ao MEV con-
vencional, com filamento de tungstê-
nio e coluna submetida a alto vácuo. 

Detector STEM
O acrônimo “STEM” significa 

‘Scanning Transmission Electron 
Microscopy’ e utiliza-se de uma delgada 
sonda de elétrons que varre uma 
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amostra ou espécime de fina espessura 
e a intensidade do sinal de elétrons 
transmitidos é medida pelo uso de 
detectores específicos para esse fim. 
A imagem final é construída ponto a 
ponto (pixel a pixel), da mesma forma 
que ocorre no microscópio eletrônico de 
varredura (MEV), porém constitui-se em 
uma imagem de transmissão de elétrons. 
O detector encontra-se acoplado a um 
MEV convencional funcionando sob alto 
vácuo (Figura 1), porém a voltagem de 
aceleração dos elétrons usada durante 
a formação da imagem é maior do que 
a comumente usada para amostras 
biológicas. Ressalta-se que o detector 
STEM também pode estar inserido em 
outros modelos de MEV, tais como o 
MEV com emissão de campo (MEV-FEG, 
Field Emission Gun), o que possibilitaria 
imagens com maior resolução. Quando 
aliada à fina espessura do feixe (sob 

Figura 1. Detector STEM acoplado ao MEV 
convencional.
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alto vácuo), permite a visualização de 
estruturas nanométricas, dispersas 
em líquidos ou soluções, pelo uso da 
técnica de contrastação negativa ou 
de estruturas subcelulares, organelas, 
células e tecidos biológicos, no caso de 
espécimes obtidos por ultramicrotomia. 
Os elétrons que emergem da amostra 
podem ser coletados em detectores do 
tipo “Dark Field” (amostras possuem 
uma aparência clara em relação ao 
campo) ou “Bright Field” (amostras 
possuem uma aparência escura em 
relação ao campo). 

Contrastação negativa
A contrastação negativa é um 

método simples e rápido para se estudar 
a morfologia e estrutura de espécimes 
particulados, tais como células em 
suspensão, fragmentos celulares 
ou macromoléculas isoladas (Ohi et 
al., 2004; Zhang et al., 2010). Nesse 
caso, as amostras são submetidas a 
um contrastante negativo que contém 
metal, como, por exemplo, o ácido 
fosfotúngstico. Na secagem, os átomos 
do metal, que são eletrodensos, 
recobrem a amostra, envelopando-a. A 
amostra aparece escura, enquanto que o 
fundo aparece claro, na visualização em 
modo “Bright Field”. Sem contrastação, 
as amostras que não são naturalmente 
eletrodensas, seriam transparentes, 
com grande dificuldade de visualização 
(Hayat, 2012).
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Preparo de nanoestruturas 
para visualização 
em MEV-STEM

Nanoestruturas tais como nanofibri-
las, nanopartículas ou nanocristais, 
dispersas em solução, constituem-
se em materiais aptos à visualização 
em MEV-STEM. Recomenda-se que 
as variáveis de concentração ou 
proporção da diluição da nanoestrutura 
no solvente e o tipo de solvente mais 
adequado à dispersão dos particulados 
sejam testados. Especificamente no 
caso de nanofibras de celulose ou de 
nanocristais, o solvente mais adequado 
para dispersá-los é água destilada, em 
diluições que podem variar de 5 a 30%. 
Soluções mais concentradas do que 
30% podem gerar imagens muito poluí-
das, com impedimento da visualiza-
ção das estruturas indiv idual iza-
das. As amostras a serem visualizadas 
são montadas em grades (“grids”), 
próprias para microscopia eletrônica 
de transmissão. Recomenda-se que 
sejam utilizadas grades recobertas com 
filme de Formvar, sobre o qual ficarão 
retidas as nanoestruturas. As amostras 
em solução são homogeneizadas em 
agitador tipo vórtex. O ultrassom, como 
método de dispersão de amostras que 
tenham tendência à aglomeração, pode 
tornar-se bastante adequado para 
dispersar as amostras e individualizar 
as estruturas a serem visualizadas. A 

seguir, utiliza-se um volume de 100 µL para 
a deposição sobre as grades, deixando-
se a amostra repousar por 3 minutos. 
Com a ponta de um pedaço de papel de 
filtro qualitativo, encosta-se levemente 
na borda da grade, para que o excesso 
de líquido seja absorvido pelo papel. A 
seguir, adiciona-se o mesmo volume 
(100 µL) de uma solução 1% em água 
de ácido fosfotúngstico. Novamente, 
deixa-se repousar por 3 minutos, dre-
nando, por fim, o excesso de líquido 
com o papel. Nesse momento, as gra-
des, completamente secas, estão pron-
tas para a visualização no MEV-STEM. 
Com a ajuda de uma pinça de aço, 
específica para microscopia eletrônica 
de transmissão, transfere-se a grade 
para o porta-amostras e procede-se à 
visualização, utilizando-se uma acele-
ração de voltagem adequada de 30 KV 
e diminuindo-se a intensidade do feixe, 
para que se reduza o diâmetro do feixe 
de elétrons. Após a escolha da área a 
ser registrada, sugere-se uma varredura 
lenta durante a tomada de imagens, que 
ficam com melhor qualidade e maior 
número de pixels, ainda que demandem 
mais tempo para sua finalização.

Imagens de  
nanoestruturas visualizadas 
em MEV-STEM

Exemplos de imagens obtidas com a 
técnica descrita estão apresentadas na 
Figura 2 e foram obtidas utilizando-se 
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o modo ‘campo claro’. As imagens 
correspondem a amostras de nanofibras 
de celulose, nanocristais de celulose e 

Figura 2. Imagens de nanoestruturas obtidas após técnica de contrastação negativa e 
visualização em MEV STEM. (a) Nanofibras de celulose; (b, c) nanocristais de celulose; (d) 
partículas de nanoamido. 

de amido, oriundas do Laboratório de 
Tecnologia da Biomassa, da Embrapa 
Agroindústria Tropical.
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Observa-se que as amostras 
tiveram uma contrastação eficiente, 
permitindo visualização individualizada 
das partículas. Portanto, a técnica 
descrita apresenta-se como uma das 
alternativas possíveis para visualização 
de nanopartículas dispersas em solução. 
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