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PRAKTYKA LABCRATORYJNA
JANUSZ WlERClNSKT,,iANUSZ l\tATUSltrWICZ

Wykor=ysfonie skoningowego mikroskopu elekłronowego

w qnolizie elementelrnei moteriołu bioIogicznego
centfalrle'],i]b()l.tt()] 1Lłlal ]\Fari]lultlrłg A1-1,

ul, AktłclCl]liCkil 13, ż0-934 Lublitl

Ol:raz w transmisyjnym mikroskopie elek-

wielokrotnie zwężona wiązka elektronowa
st dz ola magnet
ie od strumienia
u,7dl, ja[< i y, w

czego wiązka ta alrralizuie koleino liniowo po-
wierzchnię badanego preparatu (grubość nie
odgrlzwa tu większej roli). Zderzeniom elektro-
l,iriw o określonej energii z poszczególnyrni
fragmentanri powierzchni preparatu towatzy-
sąy szereg zjawisk fizycznych, takich jak:

-. odbicie, absorpcja lub transmisja elektro-
nów bombardujących,

-_ emisja elektronów wtórnych,
-_ emisja elektronów Augera,
* fluorescencja składników próbki.

Kazde z tych ziawisk moze być wyzys|kane
do badania preparatu. Naiczęściei wykorzvstu-
ie się elektrony odbite (wiązki pierwotnej), da-
jące najwięcej informacii o tooografii (rzeźbie)
powierzchni próby. Elektronv te po odbiciu
od zewnętrznych warstw preparatu są zbiera-
)1e przez kolektor i -- po odpowiednim wzmoc-
nieniu - skierowane na siatkę steruiącą lam-
py monitora. Tam ut-worzony z nich obraz mo-
że być obserwowany i rejestrowany, Sygnał
uzyskany z tych elel<tr:cnów pozwa]a śledzić
nie tylko topografię powierzchni, ale także
ustalać orientację krystalitów próbki lub różni-
ce w składzie chemicznym preparatu (15).

Największą jeclnak korzyśeią, osiąganą w
SEM, jest otrzymanie obrazu ;prowierzchni pre-
paratu, chafakteryzującego się wysoką głębią
ostrości, przy zachowaniu dużej zdolności roz-
dzielczej rzędu 5 nm.

Bombar,dowanie ba,darrego obiektu skupioną
wiązką elektronów wyrzucanych z działka mi-
kroskopu - 

jest także powodem innego jeszeze
ziawiska, a mianowicie emisji promieni Roent-
gena - przez tak pobtrdzane atomy pierwiast-
kriw preparatu. Spektrurrr teqo pronieniowa-
nia za7eży od rodzaju i ilości ehemicznyeh
składników nróby. W ten sposćlb skaningowy
mikroskolp elektronowy, jeżeli zostanie wypo*
sażony w.tlodatkowe tt zenia do analizowa-
nia promieni X, może yć nie tylko do ba-

da n ia stlukl urlv powier
biologiczny ch, Iecz także
chemicznego tych jego
przedmiotem obrazu.

Aczkolwiek wytwarzanie promieni X ma
typach mikroskopów
ednak mikroskop ska-
wygodnego i wszech-
ich ,do mikroanalizy,

Z uwagi na stosowaną w nim znacżnie zwęŻo-
ną rviązkę e]ektrorrórv oraz łatwość w opero-
waniu preparatem.

Spektrometria rentgenowska w mikroobsza-
rach. bo takim terminem została określona me-

/r\

ro z chwil ą rozwiązania problemu ogniskowa-
niił wiazki elektronów na obszaracl' o średni:
cy rzędu a i detek jącego

się promi X o sto łabym
nateżeniu problem onanv
dzieki osiągnięciom w budo,łie mikroskopćlw
elektronowych, rozwiązanie drugiego zawdziri-
cza się rozwojowi fizyki jądrowej.

Zasada metody

Kicdy wyrzueone rlzialka
mikroskopu (elektr o po-
wierzehnię próby, 

§ioj;;:elektronów z orbit ych atomów do stanu
rzesunlęc..rem elektronów
do wewnętrznych, skącl
żka energji polvyższego
w postaei promieni X,
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Przebieg tego zjawiska został schematycznie poka-
zar:y na ryc. 1. Energia emitowanych plomieni X
(długość ich fal) jest za]eżna od rodzaju atomu, tzn.
drogd 11521i.y energii) przesunięcia elektronu - stąd
charakterystyczna dla każdego pierwiastka.

Poztomy
ene.9ećltzne

łyóit/

Ryc, 1, Schematyczny przebieg emisji
atrlmie bombardowanym strumieniem

kwantu X w
elektronów

podpoziomu energe-
pełnia 1ukę w poziu-
s,ię Kaz, Kd1. Linie

podobieństwo przejśó
. seria widmowa k

powiedniej sefii zależy od wielkości potencjału zasto-
sowanegjo do wy,tworzenia bornbardującej wiążki e-
lektronów (energii wiązki), Długości fal emlitowanej
serii widmowej są uwarunkowane określoną tóżnicą
poziomów energetycznych, które są charakteiystyczńe
dla atomów każdego ptierwiastka. Ze zwiększeniem

ej pi ększe są różnice ener-
wnęt mam[ ęlglgętycznymi,
enc ji promieniowanie rent-

geno,ł,skie jest bardziej krótkofalowe.
Spektrum promieni X uzyskiwane z jakiegoś pier-

wiastka zawiera szereg charakterystycznych pików, z
których każdy odpowiada energili przeniesienia elek-
tronu w atomie. Ponieważ elektrony powłok wewnę-
trznych nie biorą udziału w wiązaniach chem,icz-
nych, dlatego ich energia nie zależy od wiązania ato-
mu w cząstecz,ce. Stąd prornieniowanie rentgenowskie,
otrzymane w wyniku przeskoku elektronów między
powłokami położonymi blisko jąder, nie zależy od bu-
dowy cząsteczki (budowy związku w skład którego
wchodzi atom), ani też od stanu f,izycznego bombar-
dowanego elektronami materiału. Promieniowanie tojest charakterystyczne dla atomów poszczególnych
pierwiastków z których, zbudowany jest preparat.

łV skaningowym mikroskopie elektronowym detek-
cji promieni X i rejestracji ich spektrum dokonuje
się w specjalnych przystawkach, nie należącyc]r zwy-
kle do standardowego wyposażenia 1i składających się
ze spektromeiru rentgenowskiego połączonego z uTzą-
dzeniem rejestrującym.

Technika pomiaru

Spektrometry stosowane w SEM nie odbiegają
w zasadzie budową od tych, jakie są używane pow-
szechnie do wykrywantia i badania promieniowania
Ientgenowskiego o słabym natężeniu, Zadaniem spek-
trometltt jest wydzielenie z chąIaktelystycznego pro-

mieniowania X - wzbudzonego w anąlizowanej prób-
ce - poszczegÓlnych składowych monochromatycz-
nych (fal o tej samej długościi) lub poziomów energe-
tycznych oraz ich detekcja, wzmocnienie i rejestra-
cja. Uzyskany zapis jest podstawą do określenia ro-
dzaju i stężenia pierwiastków występujących w bom-
bardowanym obszarze próby. Produkowane obecilie
seryjnie .układy detekcyjno-anaIizujące spektrorne-
trów umożliwiają wykrycie i oznaczenie pierwiastków
w zakresie liczb atomowych 5-92, a więc od Ł}oru
do uranu (16). Analizę wzbudzonego promieniowania
przeprowadza się przy pomocy spektrometru dysper-
s ji długości Iali (WDS) 1ub spektrometru dyspers ji
ener$ii (EDS).

Technika arrd,izy rozkładu pierwiastków ptzy za-
stosowaniu spektrometru dyspersji długości fali wy-
tnaga wydzielenia poszczególny,ch faI z em{towane j
wiązki X, co osiąga się za pomocą kryształów mono-

adająca na kryształ wiązka pr,o-
a długości fal, to ich ,odbicie od
zachodzi pod różnymi kątami @,
Bragga w postaci wzoru:

n7,:2d5p . sin O
gdzie:

n - liczłla całkowita, rząd widmą
j. - długość lali plomieniowania w ntn
dnĘ odległość między płaszczyznami sieciowyrni hkl
w k ztale w nm (stała dla każdego kryształu)
o - kąt odbłysku, tzn, kąt zawal:ty między wiązką
promieniowania padającego a płaszczyzną odbicda.

W takim krysztale zachodzi zjawisko dyfrakcji pro-
mieni X, które w sposób schematyczny zilustrowa-
no na lyc. 2. Obracając kryształ spektrometru w za-
kresie kątów 0-90o uzyskuje się możliwość selektyw-

fa1 o różne ch w
ązce prom,ienl, zdzie-
iowania char żnych
W zależności v re-
dź kąty odbic i ką-

towa jest bezpośrednio wycechowana w długościach
fa1.

,.1
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Ryc,. 2. Dyfrakcja promieni X w krysztale mono-
chrclmatora WDS (punktami oznaczono atorny rl7 5rieci

krystalicznej)

Natomiast analiza składu chemicznego preparatu
przy użyciu spektrometru dyspersji enelgii przebięga
bez kryształu monochromatora, lecz przy pomocy fo-
todiody krzemowej typu p-i-n z grukiym obszarem
obojętnym (warstwa ,,i") słabo domieszkowanym li-
tem (8). Diodę umlieszcza się możliwie najb|iżej źró-
dła promieniowania (preparatu). Kwant X, przecho-
dząc przez obszal obojętny, powoduje generację paf
elt,ktron -_ flziura (ryc. 3). Przez zębranie wszyslkich
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rystyczna dla
f ikuje pierwia
systematyczna
lru, ponieważ

izy jakościowej jest zależruość między
charakterystyczl\ego promieniowania

(poziomem jego energii) emitowa-
llego plzez próbkę a rodzajem występujących w niej

. pierwiastków. Technika wykonania analizy jakościo*
we j sprowadza się więc do określenia długości fal
(i.) 1ub lozkładu energetycznego charakterystycznego
plomieniowania X wysyłane1o ptzez próbkę i porów-
nania ich do odpowiedniich widm uzyskanych dla
wzorców poszukiwanych pierwiastków. To zadanie
r,vykonuje zwykle komputer SEM.

Tab 1. Charakterystyka spektronretrów SEM:
dyspersji enelgii (EDS) i dyspersji długości fal (WDS)

Itl,c. 3. Scheltlat budowy {cltodiody p-i-n spelrtrolrre-
1ru dyspersji energli

plrL, dzięki przyłożonemu polu elektrycznemu, otLzy-
mujemy pewien rimpuls prądowy. Znając enelgię po-
trzebną do wytworzenia jednej pary w danym złączu
i wiedząc, że wielkość impulsu jest wprost propolcjo-
nalna do ilości wytworzonych par, można określić
energię kwaniu X. Sygnał prądowy jest następnie
wzmacniany przez tłanzystor polowy chłodzony ciek-
lym azotern Qraz l)lze7- wzmacniacz liniorvy, a po ufol--
rno,"vaniu skierowany do wie]okanałowego analizato-
r,;r anlplitudy (wysokość inpulsu) i wyświetlany jako
vlidt-no energetyczne. (ryc. 4).

Dane
pOmlaIowe

Zdolność rcz,dztel-
cza w 6,4 keV

WyCa jność zliczeń
Prowadzenie po-

mraru

Spektrometir
WDSEDS

Dostateczna
(ok. 150 eV)
Wysoka
Je dno cześnie
dla wszystkich
eneIglr
L atom. 10--
92 *)

10-1E_ 10-17 g

ok. 5Vo wzgl.

20-10 0tła6!

Ryc. 4. spektrów uzyskanych w SEM dla
tego sa atrr przy pomocy: a) spektrome-
tru dys i; b) spektrometr,u dyspersji dłu_

gości fali

Analizy przy pomocy spektrometru EDS charaktely-
zoją się wysoką czułością i szybkością pomiaru
(tab" 1). Pomiar z wykorzystaniem spektrometru WDS
p szą l:oz,dz wienie,
b kiedy in ktra wi
k może obj iczbę p

'W praktyce korzysta się z sygnałów obu spektro-
metrów, plzy czym nowoczesne m,ikroskopy pozv/a-
lają na korzystanie z nich w tym samym czasie (17),

Anaiiził jakościowa

Oi)jaś[jcllic: ł') bezokiel]lrowe tteLektory EDs clają trrożliwośC
oZnaczania c, N 1ub o.

Analiza ilościowa

Podstawą analizy st proporcjo
1eżność między nat towanego p
wania pierwiastka c ją tego pi
w próbie. Przyjmując, że Ie i I1a; oznaczoją odpo-
wiednio natężenie emitowanego promieniowania cha-
raktelystycznego pierwiastka A w próbce i w czy-
stym spektralnie wzorcu, możrta wyznaczyć stężenie
pierwiastka CA z rÓwnania:

^ _Ł_
"e- I(e)

Zależność ta jest jednak słuszna tylko dla próbek,
órych skłaclnikami są pierwiastki o blisł<ich 1icz-
ch atr-lmrrwycJr. W pl,zypudlrrr 1ll,ćl'lleli, ltlłjL,vcl]t

sltlac]niki różnią się zrracznie liczbą a[onrową rów-
ność ta nie jest spełniana i oznaczenia stężenia pier-

ą9

/€ Na

Ut, 
^'{

Bardzo dobra
(ok. 10 eV)
Niska
Kolejno dla pcl-
szczególnych
długości fa1

L. atom, ,4-92

10-1,5_10-10 g

ck. 50/o wzg1,

20 0--]20 0 0
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wiastków w próbcc wymagają odpowiednich popra-
wck, Różnice są wynikiem tago, iż natężenie plomie-
niclwania cm,itowanego ulega osłabieniu zanim doj-
dzic do spektrometru i zostanie zarejestrowane, Jest
ono rvywoła:ne prze,L absorpcję promieniowania X w
pr,óbce przez atomy pierw,iastków będących w prze-
wadze iJościowej oIaz wygaszanle pronrieniowania
charakterystycznego jcdnego pierwiastka na kolzyść
wzbudzenia fiuorescencyjnego innych (tzw. efekty
lna tryc owe).

Analiza ijościorva pIzy pomocy spektrotnetru dys-
persji energii umożliwia bardzo szybkie oznaczenie
w,ięl<szości pierwiastków występujących w próbie.
.lcdnakże, gdy pierwiastki występują w stężeŃach
śladowych wyzwalanych jest mniej promieni X i wy-
nlagany jest dłuższy czas ekspozycji, ponieważ de.
tektor spektrometru (EDS) posiada olrreślony próg
zliczania.

Ptzewaga analizy ilościowej przy zastosowaniu
spektrometru dyspbrsji długości fali polega na tym;
że możliwe jest ozna,czenie pierwiastkóvr o niższej
liczbje atomowej (L. atom. 5-10), jak ró,wnież i pier-
wiastków śladowych v/ matrycy cięższych pierwiąst-
ków. Z powodzeniem można przeprowadzić także
okreś]enie tych pierwiastków, których energie pro-
mieni X leżą bardzo blisko siebie, np. Ba i Ti lub
Pb i S, i są bardzo trudne lub niem,ożliwe do ozna-
czenia spektrometrem dyspersj,i enelgii.

Oba rodzaje omawianych analiz plzeprowadza się
przez określenie sygnału netto intensywności pro-
mieni X, tzn. pik minus tło i porównanie z inten-
sywnością uzyskaną dla czystych standardów pier-
rł,iirstków 1ub standardów pierwiastka zna jdu jącego
się w matrycy składników o składzie podobnym do
próby.

0,2 ą3 a4

Ityc. 5. a) szkic elektronograrnu SEM fragmentu algi.
A, B, C miejsca analizy punktołv,ej; b), c), cl) r-óżnicew składzie piierwiastkowym w punktach A, B i C

Rylc. 6 a) sallic elektt,olrłlgr,alrru fragtnenttł
wzdLLIż naszkicoĄi/ane j linii ;
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IloŚciołvą anal,izę elementarną w oglądćlnym obiek-
cie można przeprowadz,ić 4 sposobarni (7), jako; ana-
lizę punktową, powierzchniową, wzdłt:,ż wytyczonej
linii i jako lozkład pierwiiłstkowy.

Ana)izę punktową stosuje się do anatizowania (iden-
tyiikacji) rlałych szczeEółów i poróu,nania składtlróżnych Analriza powierzch-
niorva- j j ztym,żewiązką
clektron nllwe Punkty i pO-
równuje norodnością w 1-oz-klirdzie iinii podśtawowe j'l:ada 

si12 1,ozltład wl,branych pierwiastlrórv, ,]ak to 1lt,l-lrirzuje lvc. 6. Pjerwiastkowy rozkład claje za każdilłl
t"azem rozklad wybranego pierrviastka lra badane j
powierzchni (ryc. ?).

P r zy g o t o w a n i e p r e p a r a t ó w
przygcl biektów biologicznychdo mikr SEM jest idóntycŻnejak do afii ich powierżchni.

Obejmuj

Byc. 7, Rozmieszczenie pielrviast}<ów w czerw,ltte j
krwince płaza (amphiuma): a) rozmiesz-czenie siarki;

b) rozmieszczenie fosforu

lłrarrlti nerlror,vej szczura
c) rodtlacl fosforu wzdłuż

(pOlv. l0 000;i); 1l) lozklad rvapnia
naszkrcuwałrej linii

o qt ą2

o
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zastosowanie
W ostatnich 20 latach powiązanie SEM ze

i Mn w ściankach aorty (1B), Ca w zakończe-
niach komórek nerwowych (14), itp.

Dzięlri swym załetom rentgenowska analiza

skopu otaz przystoso-,wane stwarzają dodat-
kowe elementarnych
składników chemicznych w dowolnym rniejscu
obiektu bioiogicznego (3, 11, 12).
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