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Objectifs & Contexte

3 Techniques de congélation testees

Caracteriser par CRYO MEB un Hydrogel Fmoc FFpY (tripeptides) Azote pateux : sur rivet ou navette double plaquette
assemblé en fibres par action d’une alkalyne phosphatase m

Congélation Ethane liquide : sur rivet ~ — Quorum, ref 26653
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Fmoc-FFpY Fmoc-FFY

Criado-Gonzalez et al.

Congélation Haute Pression : - Cupule 3mm
- Cupule « cryofracture » Leica
- Cupule « clip » Leica
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Leica, ref 16771874

Sublimation & Meétallisation

Parametres MEB

Cannes de transfert Quorum Leica
Sublimation : -90°C de 0 a 7min g
Sans métallisation : « taille réelle » des fibres, € d’artéfacts, temps de sublimation ajustable ' e

Meétallisation apres cryofracture : Ebeam : Pt 4nm
Sputtering : Cr 2nm ou Pt 10” 3 2’ 3 10mA Navettes

Avec métallisation : meilleur rapport S/B, stabilisation des fibres ——" Payré et al, 2018
Ebeam : pas d’entrée de gaz (HV) et taille de grains faible
Sputtering : facilité et rapidite, taille de grains + &, métal dépendant

Leica, VCT 100 Shuttle

Cryo Fracture Couteau paralléle ou Scalpel

Congélation HPF = carier - scalpel

Parametres MEB : T °: -150°C platine et -170°C anti contaminateur
HT : 0,79kV a 5kV Courant de sonde : 16 pA a 10pA
Détecteurs : en chambre (SE) ou en colonne (SE, BSE)

Détecteurs en colonne SE : résolution @ a faible DT mais sensible aux charges
K BSE : - sensible aux charges

CRYO MEB Fibres = 10nm

CRYO IyIEB ibres =~ 14n .
Sans métallisation ;

*‘Sputtq: r2nm -

@ Take Home Message
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| FAIRLE HT ET COURANT DE SONDE
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The structure of the crystal lattice of ice D [TE CTE U R g E N C O L 0 N N E
(hexagonal, cubic, amorphous etc.) determmes ! o
the hydrogel structure (honeycomb-like, etc.) , A'I"I'E N'I'I O N A U X A R'I'E F A C'I'g I
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Ice crystal formationsequesters

biopolymer into stillunfrozen water regions T snestals :
A Water B \ Ice crystal formation c \\'itlll\eutecti;: boundarie: ! ) ’
° V 4 ° ‘ 1
= = Biopolymer Mauvaise congélation -> Glaces hexagonales *
wall . . . , :
. . | Sublimation trop & -> Fibres collapsées
Unfrozensample Structural changes during Frozensample
. G BTACESS V4 ® ® o [ 4 ® ® ®
fressingprocess o4 o Métallisation trop 2 -> Pt visible, épaississement des fibres
opolymer walls: biopolymer

sequestered between the eutectic
boundaries of neighbouring ice crystals

C. Efthymiou et al. Food Hydrocolloids. 2017 forming a honeycomb-like structure

‘Métféiﬁéation 2’ alomA —> fibres + épaisses
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