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MAPOWANIE PIERWIASTKOW W MATERIALE
BIOLOGICZNYM METODA MIKROANALIZY
RENTGENOWSKIE]

Elemental mapping in biological material by using X-ray microanalysis

Rafal BUTOWT, Dariusz J. SMOLINSKI

Summary. The energy-dispersive X-ray microanalysis is a commonly used technique to analyse the elements composing a
biological sample, on an electron microscope level.

 The characteristic features of the technique embrace high sensitivity ( 10 lO'”‘g) and wide detectability of elements
with the atomic numbers that range from Z10 to Z<93.

The technique serves the dot microanalysis of samples that have diameter of at least 10~100 nm and the elemental
mapping of bigger samples, for example whole cells, that involves recording of the analysed element from every picture
clement (pixel) of the picture.

Analog dot maps are created when the X-ray signal is recorded directly on photographic plate on which the microscope
picture of the analysed area is present.

Digital maps are created when the X-ray signal is transformed into the digital one and then sent to a computer. Digital
recordings are the conditions of the computer picture processing; that is, using various optical filters, eliminating the
hackground, rejecting the weakest signals; moreover assigning different range of grey colour or different pseudocolours to
the areas that differ in the amount of a given element.

Digital maps of resolution either 128*128 or 256*256 are derived into qualitative or quantitative ones. Quantitative
mapping calls for standards of which the analysed element content is known. It also offers a wider data processing
concerning every pixel.

However, the time of measurment in this method is prolonged in comparison to qualitative mapping. Digital mapping is
especially useful in the analysis of the biological sample because the method of picture processing enables multiplication of
gathering and summing up the X-ray signals coming from the same area. In comparision to the dot analysis, mapping has a
great disadvantage; namely it is necessary to expose a sample to a relatively long-term electron beam bombardment in a
columna of the electron microscope. During this exposure the biological sample may undergo the structural and chemical
changes.

X-ray mapping is a great advantage from the point of view of a wide range of biological materials analyses; for
cxample, in the analysis aiming at determining the distribution of some products from cytochemical reactions like
Karnovsky-Roots reaction which detect acetylcholinesterase activity or locates affinity for elements exogenous inserte inside
acell.
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WPROWADZENIE* cznej na poziomie mikroskopu elektronowego
jest istotnym rozszerzeniem mozliwosci tego
Analiza skiadu chemicznego prébki biologi-  urzadzenia. Powszechnie stosowang metoda stu-

* Polskojezycznym wprowadzeniem do metody mikroanalizy rtg-jest praca [3].
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zgca temu celowi jest mikroanaliza rentgeno-
wska (MAR, ang. X-ray microanalysis). Meto-
dzie tej po$wigcono dotychczas szereg prac
monograficznych i przegladowych [3 oraz lite-
ratura tam zawarta, 12, 14].

Generalnie rzecz biorac MAR polega na de-
tekcji  charakterystycznego promieniowania
rentgenowskiego, emitowanego przez atomy ba-

" danej prébki w wyniku ich interakcji z elektro-

nami wiazki pierwotnej mikroskopu elektrono-
wego [3]. Poszczegélne pierwiastki wykazuja
maksima emisji promieniowania rtg przy chara-
kterystycznych dla siebie energiach (zwykle
rozpatruje si¢ zakres energii 1-20 keV). Okre-
$lane sa one jako linie charakterystyczne. Fizy-
czng podstawa emisji promieniowania rtg sa
przejscia elektronowe migdzy wewnetrznymi
powlokami atoméw analizowanej prébki.

Stosuje si¢ dwa podstawowe systemy mikro-
analizy: system energo-dyspersyjny (ang. EDS)
i system falowo-dyspersyjny (ang. WDS) [16].
W rozpatrywanym w niniejszej pracy systemie
energo-dyspersyjnym jednorazowy pomiar do-
starcza informacji o obecnosci pierwiastkéw co
najmniej od liczby atomowej Z10 do Z<93, z
minimalng czutoscia rzedu 100-500 ppm [15].

Typowy system EDS obejmuje krzemowo-
litowy detektor, wzmacniacz, procesor analogo-
wo-cyfrowy oraz komputer z odpowiednimi
urzadzeniami wejscia-wyjscia (Ryc. 1).

Ryc. 1. Schemat blokowy energo-dyspersyjnego systemu
mikroanalizy rg. (E — mikroskop elektronowy; D - dete-
ktor; W - wzmacniacz; P — procesor analogowo-cyfrowy; K
~ komputer; M - monitor; R — drukarka).

Fig. 1. Block diagram of the X-ray energy-dispersive micro-
analysis system. (E - electron microscope; D - detector; W
— amplifier; P — analog-digital processor; K — computer; M
— monitor; R — printer)

Korzystajac z MAR mozna uzyska¢ dwoja-
kiego rodzaju informacje. Po pierwsze dotyczy¢
ona moze skfadu pierwiastkowego okreslonego
,punktu” prébki (ang. dot microanalysis). Efe-

ktem pomiaru jest wéwczas pojedyncze spe-
ktrum rentgenowskie analizowanego obszaru
(Ryc. 5). W ultracienkich skrawkach biologicz-
nych ,,punkt” stanowi faktycznie obszar, ktdre-
go érednica zblizona jest do Srednicy mikrosko-
powej wiazki elektronowej [14].

Drugim sposobem zbierania informacji przy
wykorzystaniu MAR jest mapowanie rozmiesz-
czenia danego pierwiastka w wybranym obsza-
rze probki (ang. X-ray mapping). W tym przy-
padku nie uzyskuje si¢ pojedynczego spektrum
rentgenowskiego, lecz obraz ztozony z jasnych
punktéw. Poréwnujac go z mikroskopowym ob-
razem analizowanego obszaru, uzyskuje sig in-
formacje na temat rozmieszczenia w nim okre-
§lonego pierwiastka. Techniki mapowania roz-
wijaja si¢ niemalze od poczatku stosowania
MAR. Do chwili obecnej wypracowano trzy
podstawowe metody mapowania [25]:

— punktowe mapowanie analogowe,

— jako$ciowe mapowanie cyfrowe,

— iloSciowe mapowanie cyfrowe.

Z posréd wyzej wymienionych metod naj-
wczesniej wprowadzono mapowanie analogo-
we. Najlepiej rozwinigta forma mapowania jest
natomiast technika iloSciowa, ktdrej rozwdoj da-
tuje si¢ od potowy lat 80-tych.

Mapowanie materiatu biologicznego dostar-
cza wiedzy na temat przestrzennego rozmiesz-
czenia pierwiastkéw wystgpujacych w materiale
in vivo, jak i wprowadzonych eksperymentalnie
[18, 22]. Mozliwe jest w ten sposdb na przykiad
szybkie lokalizowanie w komérce miejsc wigza-
cych metale toksyczne takie jak Pb czy Cd. Te-
chnika ta stwarza ponadto mozliwosci kontroli
rozmieszczenia produktéw niektorych reakcji
histochemicznych i immunocytochemicznych.

Mapowanie jest forma wizualizacji prze-
strzennej wynikéw wielu automatycznie prze-
prowadzanych pomiaréw punktowych. Oddziel-
ne pomiary punktowe wykonane na badanym
skrawku w dostatecznie duzej liczbie, moga do-
starczy¢ zblizonej informacji. Wymaga to jednak
przeprowadzenia wielu tysiecy takich pomiaréw i
przez to niezwykle dlugiego czasu pracy.
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MAPOWANIE PUNKTOWE
(ang. dot mapping)

Mapy punktowe sa mapami analogowymi.
Powstajg one, gdy obecno$¢ promieniowania rtg
o $cisle okreslonej energii ujawnia si¢ na ekranie
mikroskopu w postaci jasnych kropek w trakcie
skanowania wiazka elektronowa preparatu [25].
Na przyktad przy mapowaniu Ca rejestrowane
jest promieniowanie o energii 3.69 +/-0.02 keV
(tzw. okienko energetyczne dla Ca), ktére odpo-
wiada linii charakterystycznej K, tego pierwia-
stka. Pojedyncza jasna kropka na ekranie odpo-
wiada fotonowi promieniowania rtg o energii
mieszczacej si¢ w obregbie okienka dla Ca [3].
Jest to jednoczesnie czynnik znieksztatcajacy
wyniki, poniewaz rejestrowane sa takze fotony
rentgenowskiego promieniowania tta (ang. whi-
te radiation, continuum).

Mapowanie kazdego pierwiastka, niezalez-
nie od tego czy wykonuje si¢ map¢ analogowa
czy cyfrowa, wymaga uprzedniego zaznaczenia
okienka energetycznego obejmujacego ktéras z
linii charakterystycznych danego pierwiastka.
Fakt, ze okienko stanowi pewien przedzial ener-
gii a nie pojedyncza jej warto$¢ (cho¢ konkret-
nej linii charakterystycznej przypisuje si¢ jedno-
znaczna warto$¢ energii promieniowania rtg),
jest spowodowany gausowskim ksztattem ma-
ksimow energetycznych w spektrum.

Obszary probki, w ktérych ilosé¢ kropek
przypadajacych na jednostke powierzchni jest
znaczna, wykazuja wysoka zawarto$¢ mapowa-
nego pierwiastka [4].

Podstawowa zaleta map analogowych jest
duza szybko$¢ ich otrzymywania. Mapy te po-
siadaja jednak szereg ograniczeri. Wynikajg one
migdzy innymi z faktu, ze musza by¢ zapisywa-
ne i przechowywane na kliszy fotograficznej.
Uniemozliwia to ich obrébke i komputerowe prze-
twarzanie. Poza tym powstaja one zazwyczaj jako
efekt jednokrotnego przejécia wiazki przez anali-
zowany obszar, czyli z tzw. pojedynczej ramki.
Obniza to czuto$¢ metody dla pierwiastkéw wy-
stgpujacych w probce w niewielkich stezeniach.
Problemem sa takze prébki o urozmaiconej po-
wierzchni, gdyz czynnik ten powoduje czescio-
wa absorpcje powstajacego promieniowania rtg

Ryc. 2. Absorpcja promieniowania rtg na powierzchni
prébki. (D — detektor; P — prébka; X — promieniowanie rtg
docierajace do detektora; A — promieniowanie rtg zaabsor-
bowane).

Fig. 2. Absorption of X-ray radiation on the surface of the
sample (D - detector; P — sample; X — X-ray radiation get-
ting to a detector; A — X-ray absorbed radiation).

[12] (Ryc. 2). Mapy analogowe powstaja ponad-
to pojedynczo, tzn. w czasie analizy okreslone-
go obszaru mozna mapowaé¢ w nim jednoczes-
nie tylko jeden pierwiastek.

MAPOWANIE JAKOSCIOWE
(ang. qualitative digital mapping)

Mapy jakosciowe w odréznieniu od punkto-
wych map analogowych, tworza obrazy o zapi-
sie cyfrowym [2, 25]. Wiaze sig to z zastosowa-
niem procesora analogowo-cyfrowego oraz
komputera do przechowywania i analizy danych
[15, 20]. Komputer kontroluje réwniez skanuja-
cy ruch wiazki elektronowej wzdtuz preparatu.
Umozliwia to odniesienie informacji pochodza-
cej z okreslonego fragmentu obrazu mikrosko-
powego do konkretnego piksela na monitorze
komputera. Informacj¢ pierwotng stanowi syg-
nat rentgenowski o energii okreslonej szeroko-
§cig wyznaczonego wczesniej okienka energety-
cznego. Sygnat ten jest nastgpnie zamieniany na
sygnal napigciowy i wzmacniany. Ostatecznie w
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procesorze ulega on konwersji na sygnat cyfro-
wy, ktéry umieszczany jest w pamigci operacyj-
nej komputera [3].

Kazdemu pikselowi na monitorze komputera
odpowiada r6zna ilo§¢ sygnaléw pierwotnych.
Umozliwia to podzielenie pikseli na kilka klas i
przyporzadkowanie kazdej z nich odpowiednie-
go poziomu szaro$ci. Zwykle stosuje si¢ 16-, 32
— lub 64-stopniowa skalg szarosci. W ten sposob
powstaje czarno-bialy obraz, ktéry mozna w do-
wolnym czasie poddaé¢ komputerowej analizie
(Ryc. 4). Mozliwe jest migdzy innymi ostabia-
nie lub wzmacnianie sygnatéw, filtrowanie ich
zgodnie z okre§lona funkcja matematyczna jak i
wykonywanie innych opcji charakterystycznych
dla typowego analizatora obrazu [11]. Na przy-
ktad zastosowanie filtru typu ,,Laplace” powo-
duje, ze kazdemu pikselowi o jasnosci E, przypi-
suje sie nowa warto$¢ jasnosci E’ wyliczang z
jasnosci otaczajacych pikseli wg nastepujacej
funkcji:

E’ = - A-B-C-D+9E-F-G-H-I

uktad pikseli na ekranie

ABC
DEF
GHI

Operacja taka prowadzi do podkreslenia
konturéw poszczeg6lnych fragmentéw obrazu.

Obecnie dostepne jest specjalistyczne opro-
gramowanie (np. program MicroEDS firmy
Dapple kompatybilny z komputerami IBM PC)
umozliwiajace migdzy innymi jakosciowe i ilo-
$ciowe mapowanie sygnatéw pochodzacych ze
spektrometréw EDS. Powaznym mankamentem
starszych systeméw EDS (np. LINK 10000AN
firmy Oxford Instruments) jest zazwyczaj brak
kompatybilnosci z powszechnie obecnie przyje-
tym standardem IBM PC.

O rozdzielczo$ci map cyfrowych decyduje
ilo§¢ wykorzystywanych pikseli. Najczesciej
uzyskuje si¢ mapy 8-bitowe o rozdzielczosci
128*128 pikseli. W celu obrazowego pokazania
uzyskanych wynikéw, poszczeg6lnym pikselom
zamiast pozioméw szarosci przypisuje si¢ kon-
kretne barwy (tzw. pseudokolory) [15]. Rézne
barwy sa zatem odpowiednikiem obszaréw o
réznej zawarto$ci analizowanego pierwiastka
[20]. Technika komputerowa umozliwia takze

—
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Ryc. 3. Ryc. 3 Schemat punktowego spektrum rentgeno-
wskiego. Obszar zaznaczonego maksimum odpowiada okien-
ku energetycznemu hipotetycznego pierwiastka. (P — pik dla
hipotetycznego pierwiastka; T — promieniowanie tfa).

Fig. 3. Diagram of the dot X-ray spectrum. Marked arca of
the peak correlates with the energy band of a hipothetic ele-
ment. (P — peak for a hipothetic element; T — background ra-
diations)

generowanie map rozktadu dwéch pierwiastkow
jednoczes$nie. W takim przypadku précz barw
charakterystycznych dla jednego i drugiego
pierwiastka, stosuje si¢ takze barwy mieszane
oznaczajace wspolistnienie obydwu pierwia-
stkéw w danym obszarze [25].

Mapy jakosciowe powstaja jako efekt kom-
puterowego sumowania wielu pojedynczych ra-
mek (wielu przej$¢ wiazki przez ten sam obszar)
dla analizowanego obszaru. O ilosci wykonywa-
nych ramek decyduje eksperymentator. Duza
ilo§¢ ramek wiaze si¢ z dlugim czasem oczeki-
wania, lecz podnosi czuto$¢ analizy dla pierwia-
stkéw o niskiej zawarto$ci w prébce. W takim
przypadku istotna jest tez mozliwos¢ jednoczes-
nego tworzenia mapy dla tfa i nastgpnie odejmo-
wania jej od mapy pierwiastka [5, 19] (Ryc. 3).
Procedura taka niweluje w pewnym stopniu
wplyw promieniowania tla, ktére jest zawsze
obecne w wybranym okienku energetycznym
pierwiastka oprécz wihasciwego maksimum
energetycznego. Mapa dla tta powstaje jednak



Ryc. 4. A. Elektronicznie przetworzony obraz mikroskopowy ziarna pytku Chlorophytum elatum R. Br., w ktérym analizo-
wano rozmieszezenie fosforu (pow. 3000). Obszary o duzej gestosci elektronowej odpowiadaja jasnym punktom obrazu.
Widoczny jest zarys ziarna oraz jadro generatywne. Jadro wegetatywne nie byto widoczne. (G — jadro generatywne; C — cy-
toplazma; § — sporoderma) B. Mapa rozmieszczenia fosforu wykonana dla linii K, o energii 2.01 keV. Mapa jest 8-bitowa, o
rozdziclczosci 128*128 pikseli. Jasne piksele odpowiadaja obszarom o podwyiszonej zawartosci fosforu. Obraz nie prze-
tworzony. C. Mapa B, na ktdrej wykonano operacj¢ zmniejszenia jasno$ci kazdego piksela o 50% jasnosci maksymalnej. D.
Mapa B po zmniejszeniu jasnosci pikseli 0 20% i, wygladzeniu™.

Fig. 4. A. Computer processed microscopic image of Chlorophytum elatum R. Br. pollen grain, in which phosphorus loca-
tion was analysed (mag. 3000). Areas of high electron density match bright dots of the image. The shapes of grain and gene-
rative nucleus are visible. Vegetative nucleus is not visible. (G - generative nucleus; C - cytoplasm; S — sporoderm) B. The
map of the phosphorus distribution is made for Ky line of energy 2.01 keV. It is a 8-bit map of resolution 128*128 pixels.
Bright pixels match the areas where the amount of phosphorus is higher. The image is not processed. C. Map presents pixels
of which brightness was decreased to 50% of the maximum. D. Map presents pixels of which brightness was decreased to

20% and smoothed.

przy innej energii anizeli energia okienka ana-
lizowanego pierwiastka (Ryc. 3). Moze by¢ za-
tem rowniez Zrodlem bledow, poniewaz natgze-
nie rentgenowskiego promieniowania tla moze
by¢ rézne w zaleznosci od energii tego promie-
niowania [ 19].

Cecha charakterystyczng zapisu cyfrowego

jest mozliwos¢ tworzenia kilku map jednoczes-

nie dla tego samego obszaru. Na przyktad ener-
go-dyspersyjny system mikroanalizy LINK ISIS
(firmy Oxford Instruments) umozliwia jedno-
czesne zapisywanie 32 map, przy czym czas
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Ryc. 5. Punktowe spektrum rentgenowskie produktu reakcji
Karmovsky-Roots w komérkach szparkowych Marchantia
polymorpha L. W sktad produktu reakcji wchodzi zelazo
(Fe) linia K, 6.400 keV, linia Ky 7.059 keV i miedZ (Cu) li-
nia Ka 8.041 keV, linia Ky 8.907 keV.

Fig. 5. Dot X-ray spectrum of Karnovsky-Roots reaction
product in guard cells of Marchantia polymorpha L. The
composition of the reaction product include iron (Fe) line
Ka 6.400 keV, line Ky 7.059 keV and copper (Cu) line K,
8.041 keV, line Kp 8.907 keV.

przej$cia wiazki przez pojedyncza ramke wyno-
si tylko 4 s [25].

Précz mapowania pierwiastkow wystepuja-
cych w komédrce in vivo, metoda ta jest szcze-

Ryc. 6. A. Obraz z transmisyjnego mikroskopu elektrono-
wego komérek szparki Marchantia polymorpha L. po re-
akcji Karnovsky-Roots (pow. 3500). Elektronowo gesty
produkt reakcji gromadzi si¢ w poblizu sciany komérek
szparkowych (P-produkt reakcji). B. Elektronicznie prze-
tworzony obraz komérek szparkowych, po ustawieniu siatki
pod katem 40" w celu wykonania mapy rentgenowskiej. C.
Mapa rozmieszczenia miedzi wykonana dla linii K; o ener-
gii 6.400 keV. Mapa jest 8-bitowa, o rozdzielczosci
128*128 pikseli.

Fig. 6. A. Transmision electron microscopy image of the
Marchantia polymorpha L. guard cells after Kamovsky-Ro-
ots reaction (mag. 3500). Electron dense product of reaction
locates near the wall of guard cells (P - product of the reac-
tion). B. Computer processed image of guard cells after set-
ting of the angle of 40° in order to get X-ray map. C.
Distribution of copper made for K, line 6.400 keV. It is a 8-
bit map of resolution 128*128 pixels.
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Ryc. 7. A. Obraz z transmisyjnego mikroskopu elektronowego fragmentu jadra i cytoplazmy z widocznym jaderkiem i cia-
femn jadrowym mejocytow modrzewia Larix decidua Mill. po reakcji wysrebrzania (pow. 9000). (C - cytoplazma, CJ - ciato
jadrowe, J — jaderko) B. Elektronicznie przetworzony obraz po ustawieniu siatki pod katem 40" w celu wykonania mapy
rentgenowskiej. C. Mapa rozmieszczenia srebra dla linii La. Biatka srebrochtonne zlokalizowane sa gldwnie na terenie ja-
derka, oraz w ciele jadrowym. D. Mapa rozmieszczenia srebra dla linii L. Dla tego silniejszego wtornego promieniowania
rentgenowskiego srebra widaé wzrost sygnatu z jaderka i ciata jadrowego.

Fig. 7. A. Transmision electron microscopy image of both a fragment of a nucleus and cytoplasm with a visible nucleolus
and nuclear body of larch meiocytes Larix decidua Mill., after the silver reaction (mag. 9000). (C - cytoplasm; CJ - nuclear
body; J - nucleolus) B. Computer processed image after setting a grid at the angle of 40" in order to obtain X-ray map. C.
Distribution of silver for L line. Silver stained proteins are located mainly in both the nucleolus area and the nuclear body.
D. Distribution of silver for Ly line. The increase of signals both from the nucleolus and the nuclear body are visible under
the incresed secondary X-ray radiation.

gdlnie przydatna do okreslania rozmieszczenia  Produkt takiej reakcji powinien zawiera¢ pier-
produktéw niektorych reakeji cytochemicznych.  wiastek normalnie w koméree nie wystgpujacy
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lub obecny w niej w niewielkiej ilosci. Wyma-
ganiom tym odpowiada np. reakcja Karnovskie-
go-Rootsa, za pomoca ktérej lokalizuje sig
aktywno$¢ acetylocholinesterazowa [8]. Nie-
rozpuszczalnym produktem tej reakcji jest zela-
zocyjanek miedziowy (Cuz[Fe(CN)g]). Punkto-
we spektrum rentgenowskie elektronowo geste-
go produktu reakcji potwierdza, ze mamy tu do
czynienia z wlasciwym produktem reakcji (Ryc.
5). Mapowanie Fe lub Cu w skrawkach pore-
akcyjnych pozwala ustali¢ rozmieszczenie tego
zwiazku w analizowanym obszarze.

Korzystajac z metody Karnovskiego- Rootsa
stwierdzono podwyzszona aktywnos$¢ acety-
locholinesterazowa w komdrkach szparkowych
Marchantia polymorpha L. [6, 17]. Potwierdze-
niem lokalizacji produktu tej reakcji jest mapa
rozmieszczenia miedzi wykonana przy uzyciu
energo-dyspersyjnego systemu mikroanalizy typu
LINK 10000AN (firmy Link Analitycal, En-
gland), ktéra pokazano na rycinie 6.

Mikroanaliz¢ rtg wykorzysta¢ mozna réw-
niez do badania rozmieszczenia nieenzymatycz-
nych, srebrochtonnych biatek jadrowych. Biatka
takie (gléwnie biatka jaderkowe) posiadaja
zdolno$¢ do wiazania i redukowania jonéw sre-
bra [13]. Mapujac rozmieszczenie uprzednio
wprowadzonych do komérki jonéw srebra, usta-
la si¢ zatem rozmieszczenie wiazacych je biatek
(Ryc. 7).

MAPOWANIE ILOSCIOWE
(ang. quantitative digital mapping)

Mapy ilosciowe, podobnie jak mapy jako-
Sciowe, zapisywane sa w sposob cyfrowy. Sa
one konsekwentnym rozwinigciem mapowania
Jjakosciowego, prowadzacym do uzyskania pel-
niejszej informacji o skladzie chemicznym
prébki [25]. Roznice migdzy tymi dwiema tech-
nikami mapowania wynikaja przede wszystkim
z podstawowych zatozen analizy ilosciowej [3,
16].

Badania iloSciowe wymagaja bowiem uzy-
cia standardéw o znanej zawartosci lokalizowa-
nego pierwiastka. Spektrum rentgenowskie po-
chodzace ze standardu jest zapamigtywane
przez komputer i stuzy jako ilo§ciowy wzorzec

poréwnawczy w stosunku do spektrum otrzy-
mywanego z kazdego piksela obrazu. Koniecz-
ne jest réwniez wprowadzenie do komputera
wzorcow ksztattu widm mapowanego pierwia-
stka, rejestrowanych w roznych warunkach
(tzw. profili). Stezenie pierwiastka w obrebie
obszaru odpowiadajacego pojedynczemu pikse-
lowi wyliczane jest najczgsciej wg metody Halla
z nastgpujacego wyrazenia [7]:

Cx =1Ip/ls x Cs

gdzie:
Cx - st¢zenie pierwiastka w prébee
Cs — stgzenie pierwiastka w standardzie
Ip — intensywnos$¢ promieniowania rtg dla pierwiastka w
prébee
Is - intensywno$¢ promieniowania rtg dla pierwiastka w
standardzie (miarg intensywnosci sa powierzchnie od-
powiednich pikéw)

Wyliczenie powyzszej zaleznosci wymaga
doktadnego wyznaczenia powierzchni piku jak i
odpowiadajacego mu tla, zaréwno dla prébki jak
i standardu.

Wyrazem petniejszego przetwarzania sygna-
léw w poréwnaniu z pomiarami jakosciowymi
s4 takie czynnosci jak usuwanie tzw. maksiméw
ucieczki (ang. escape peak), rozwijanie naktada-
jacych si¢ pasm (dzigki ,,odwotaniu si¢” do od-
powiednich profili), czy statystyczna analiza
wynikéw [5, 18, 19]. W zwiazku z tym przetwa-
rzanie informacji odnoszacej si¢ do pojedyncze-
go piksela trwa przecigtnie 1 s lub diuzej. Calko-
wite czasy mapowania iloSciowego sa rzedu od
kilku do kilkunastu godzin [1].

Odpowiednio dlugie czasy rejestrowania
sygnaléw narazaja probke biologiczng na uszko-
dzenia i przesunigcia w trakcie kolejnych
przejS¢ wiazki elektronowej. Przesunigcia prob-
ki kompensowane sg automatycznie w oparciu o
zapamigtany wzorzec, ktéry stanowi elektroni-
czny obraz mapowanego obszaru przed pomia-
rem [21]. Doktadna analiza iloSciowa wymaga
réwniez uwzglednienia przez oprogramowanie
poprawek wynikajacych z rodzaju zastosowane-
go holderu, siatek i Zywicy do zatopienia prepa-
ratow.

Sprawa o fundamentalnym znaczeniu w
przypadku mapowania mikrometrowej grubosci
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skrawk6w w SEM jest wprowadzenie wspét-
czynnikéw korygujacych wptyw pozostatych
pierwiastkéw tworzacych prébke oraz fluore-
scencji i absorbcji promieniowania rtg (tzw. me-
toda ZAF). Zrédlem btedéw w trakcie mapowa-
nia w SEM moze by¢, podobnie jak w przypad-
ku map analogowych, szorstka i nieréwna po-
wierzchnia prébki. Zapobiega si¢ temu wygla-
dzajac prébki lub wprowadzajac do oprogramo-
wania wspolczynniki korygujace ten blad [9].

Nie mniej wazny jest réwniez sposéb przy-
gotowania probki. Najkorzystniejsze sq te pro-
cedury, ktére w jak najwigkszym stopniu mini-
malizuja dyfuzje i wyptukiwanie mapowanych
pierwiastkow [24].

Efektem mapowania ilosciowego jest obraz
ztozony z kilku nakladanych komputerowo
barw, przy czym kazdej z nich odpowiada kon-
kretne stezenie lokalizowanego pierwiastka. Oz-
naczane w materiale biologicznym st¢zenia mie-
szczqg sie w granicach 50-500 mM na kg suchej
masy. Wyniki pomiaréw ilosciowych uzyskiwa-
ne technikq mapowania zblizone sa do uzyski-
wanych z pojedynczych pomiaréw punktowych
[23].

PODSUMOWANIE

Mapowanie pierwiastkéw przy wykorzysta-
niu pochodzacego z probki charakterystycznego
sygnatu rentgenowskiego jest jedna z technik
tworzenia obrazu na poziomie mikroskopu ele-
ktronowego. Otrzymywany ta metoda obraz
jest, w przeciwienstwie do klasycznego obrazu
mikroskopowego w TEM lub w SEM, specyfi-
czny pierwiastkowo. Petne wykorzystanie wyni-
kajacych stad informacji stato si¢ mozliwe po
wprowadzeniu do powszechnego uzycia kom-
puteréw klasy IBM PC, umozliwiajacych wyra-
finowane cyfrowe przetwarzanie otrzymywane-
go obrazu. Ten kierunek rozwoju analitycznej
mikroskopii elektronowej jest silnie zwiazany
ze stopniem zaawansowania techniki kompute-
rowej. Obecnie uzywanym standardem w tym
zakresie jest IBM PC 486/50. Na przyklad fun-
kcjonujacy w tym standardzie program Techba-
se umozliwia tworzenie tréjwymiarowych map

ilosciowych o rozdzielczosci 64*64*64 piksele
[10].

Réwnoczesnie wzrasta szybko$¢ przetwa-
rzania informacji dotyczacej pojedynczego pi-
ksela, a zatem maleje ogdlny czas procesu ma-
powania. Jest to szczeg6lnie wazne dla materia-
tu biologicznego, poniewaz jest on czuty na diu-
gotrwate bombardowanie elektronami. Migdzy
innymi produkowany w latach 80-tych EDS
LINK 10000AN wymagat okoto 2-3 minut do
zarejestrowania pojedynczej ramki mapy jako-
§ciowej, natomiast wprowadzony na poczatku
lat 90-tych EDS LINK ISIS zuzywa na t¢ opera-
cje jedynie 4 sekundy.
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