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FILTROWANIE ENERGII ELEKTRONOW — NOWA TECHNIKA
TWORZENIA OBRAZU W TRANSMISYIJNYM MIKROSKOPIE
ELEKTRONOWYM

WPROWADZENIE

Mikroskop elektronowy jest jednym z podstawowych narzedzi stosowanych
do badan strukturalnych, zaréwno w odniesieniu do materii ozywionej, jak
i nieozywionej. Postepujace udoskonalanie wspotczesnych transmisyjnych mi-
kroskopow elektronowych (ang. TEM — transmission electron microscope)
W znacznym stopniu przyczynito sie do postepu badan biologicznych, zwtaszcza
na poziomie komorkowym i tkankowym.

Pierwszy mikroskop elektronowy zostat zbudowany w 1931 roku przez E.
Ruska i M. Knolla. Ten przyrzad jest dzi§ uwazany za pierwszy mikroskop
elektronowy, nawet jesli wspomniec o jego nadzwyczaj skromnym, catkowitym
powiekszeniu (3,6 x 17,4).

Przez punktowg zdolnos¢ rozdzielcza rozumie sie na og6t najmniejsza odle-
gltos¢ miedzy dwoma punktami, w jakiej sg one jeszcze rozréznialne jako
oddzielne obiekty. Juz w 1873 roku Ernst Abbe wykazat, ze zdolnos¢ rozdzielcza
mikroskopu Swietlnego nie moze byc¢ lepsza niz okoto 200 nm. Wartos¢ ta jest
bowiem w przyblizeniu réwna wartosci potowy dtugosci fali elektromagnetycznej
stosowanej do obserwacji. W przyblizeniu okresla to nastepujace znane wyrazenie:

d=L/A @

gdzie: d — zdolnos¢ rozdzielcza fali elektronowej [nm]

L — diugosc¢ fali sSwietlnej [nm]

A — apertura obiektywu (czyli sinus potowy maksymalnego kata rozwarcia
przestony obrazowej obiektywu).

Mikroskop elektronowy podlega tym samym prawom optyki co mikroskop
Swietlny. Tak wiec wyrazenie (1) obowigzuje jednakowo w mikroskopii Swietlnej
i mikroskopii elektronowej. Jednak réznego rodzaju btedy formowania odwzoro-
wahnia obrazu sgw mikroskopie elektronowym znacznie trudniejsze do usuniecia
anizeli w mikroskopie swietlnym. Stad tez og6lne wyrazenie okreslajace punkto-
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wa zdolno$¢ rozdzielczg wspoétczesnych TEM przedstawia sie najczesciej
w postaci (Hutchison 1990):

d=0,66 xcsl/4 x L3/4 2

gdzie: d — zdolnos¢ rozdzielcza [nm]

cs — wspolczynnik aberracji sferycznej

L — dtugos¢ fali elektronowej [nm]

Rozpedzony w polu elektrycznym miedzy katoda i anodg strumien elektro-
now tworzy w kolumnie mikroskopu wigzke elektronéw o fali bardzo malej
diugosci (Meek 1976). Wartos¢ diugosci tej fali zalezy od masy elektronu (masa
ta nie jest stala, lecz ro$nie wraz ze wzrostem predkosci — tak zwany efekt
relatywistyczny) oraz od jego predkosci. lloczyn tych dwu wielkos$ci okres$la ped
elektronu. Zwiazek pedu i dtugosci fali elektronu jest opisywany znanym row-
naniem de Broglie'a:

L=h/mxv 3

gdzie: L — dhugos¢ fali pedzacych elektronéw [nm]

h — stata Plancka [6,62 x 1CT34J X ]

m — masa elektronu [9,11 x 1CT3l kgq]

v — predkos¢ elektronu [m/s]

Predkos¢ elektronu zalezy natomiast od wartosci przytozonego miedzy katoda
i anoda napiecia przyspieszajacego Eo (Meek 1976). Na przyktad, dla Eo = 100
keV predkosc¢ elektronéw wynosi okoto 164000 km/s. Poruszajgce sie z tg
predkoscia elektrony sag opisywane falg o dtugosci réwnej w przyblizeniu 0,0037
nm. Po wstawieniu tej liczby do réwnania (1) (oraz zatozeniu ze A = 2 x 1CT2 Rad)
otrzymalibysmy zdolnos$¢ rozdzielcza d rzedu 0,2nm = 2 x 10”10 m. Wartosc¢ ta
jest zblizona do teoretycznej zdolnosci rozdzielczej mikroskopu elektronowe-
go, dziatajacego pod napieciem przyspieszajgcym 100 keV. Azeby osiggnaé
takg wartos¢ d, soczewki powinny by¢ idealne, zasilanie mikroskopu nieskon-
czenie stabilne, natomiast bardzo cienka prébka nie powinna zmieniac stru-
ktury pod wplywem bombardowania wigzka elektronéw (Stayter E. i Stayter
H. 1993).

Spetnienie tych warunkéw nie jest jednak proste. W chwili obecnej najlepsze
uzyskiwane rozdzielczosci w wysokorozdzielczych transmisyjnych mikrosko-
pach elektronowych sa rzedu 0,12-0,16 nm (Hutchison 1990). Z taka zdolnosciag
rozdzielcza osiaga sie odwzorowanie obrazow dla specjalnie przygotowywanych
probek nieorganicznych, a nie dla preparatéw biologicznych. W praktyce, roz-
dzielczosci obrazéw uzyskiwane we wspotczesnych TEM w skrawkach biologicz-
nych o grubosci ponizej 100 nm osiagaja wartosci rzedu 0,25-0,50 nm
(Egle i wspoétaut. 1984). W przypadku skrawkoéw grubszych od 200-300 nm
rozdzielczo$¢ obrazu jest co najmniej o rzad wielkosci gorsza. Wynika stad,
ze w konwencjonalnym TEM rozdzielczos¢ obrazéw zalezy w duzej mierze od
grubosci stosowanych preparatow.

W przypadku preparatéw biologicznych dodatkowe kiopoty z otrzymanymi
obrazami sprawia niewielki ich kontrast (Stayter E. i Stayter H. 1993). Oznacza
to, ze obraz sklada sie z sgsiadujgcych ze sobg obszardéw o niewielkiej réznicy
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w skali szaroscil Przy czym moze on by¢ zbytjasny lub zbyt ciemny. Ten drugi
przypadek zdarza sie, gdy nadmierna grubos¢ skrawka utrudniajego penetracje
przez wigzke elektronowa.

Powyzsze problemy wynikajg ze sposobu oddziatywania pierwotnej wigzki
elektronéw z materiatem prébki (rys. 1). Sposréd wielu efektéw tego oddziatywa-
nia za powstanie prawidlowego obrazu w TEM sa odpowiedzialne elektrony
rozproszone na badanym preparacie w sposob elastyczny (ang. elastic scatte-
ring). Rozproszenie elastyczne dokonuje sie na skutek oddziatywan elektrostaty-
cznych (Coulomba) pedzacych elektronéw z jadrami atomoéw prébki, zachodzi
bez strat energii tych elektronéw (dE = 0) oraz generalnie pod duzym katem
w stosunku do osi optycznej mikroskopu (si1ayter E. i S1ayterH. 1993).

Elektrony rozproszone przez probke nieelastycznie traca czes¢ swojej energii
gtéwnie w wyniku oddziatywan z elektronami wewnatrz r6znych atomoéw prébki
(ang. inelastic scattering). W wyniku
oddziatywan nieelastycznych wie-
kszos¢ elektronéw jest rozpraszana
pod matymi katami w stosunku do osi
mikroskopu (rys. 1, si1ayter E. i S12ay-
ter H. 1993). Elektrony te stanowig
~t0” powstajgcego obrazu, obnizajgc
tym jego zdolno$¢ rozdzielczg i kon-
trast.

Jakos¢ obrazu w TEM pogarsza sie
drastycznie ze wzrostem grubosci ba-
danej prébki, poniewaz w tych warun-
kach spada stosunek elektronéw roz-
proszonych elastycznie do elektronow
rozproszonych nieelastycznie (tab. 1,
Andrews I Leapman 1993)

Intensywnos¢ rozpraszania ele-
ktronéw zalety réwniez od masy ato-
mowej pierwiastka rozpraszajgcego.

7> s Rys. 1. Niektore efekty oddziatywania wigz-
Wraz ze wzrostem masy rosnie ogoélna

ki elektronowej (PWE) z probka (P) badane-

wydajnos$¢ rozpraszania oraz stosu-
nek rozproszen elastycznych do nie-
EIaStyCZnyCh (Stayter E. is layter H.
1993). Stad tez materiaty biologiczne,
ztozone gtdwnie z pierwiastkow lek-
kich, bez odpowiednich modyfikacji,
sg mato kontrastowe.

IMiarg kontrastu obrazu jest warto$¢ wyrazenia:
%C =1t-lox 100%
gdzie: %C — miara kontrastu

go materiatu (Meek 1976).

WR — elektrony rozproszone wstecznie; WT —
elektrony wtérne; EL— elektrony rozproszone elas-
tycznie; NL — elektrony rozproszone nieelastycznie;
EN — elelektrony nierozproszone; X — promienio-
wanie rentgenowskie; SEM — skaningowy mikros-
kop elektronowy; TEM — transmisyjny mikroskop
elektronowy; A — elektrony zaabsorbowane.

It — intensywnos$¢ promieniowania w punkcie obrazu nalezagcym do tta
lo — intensywnos$¢ promieniowania w punkcie nalezagcym do obiektu.
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Idealna krzywa rozkitadu energii elektronéw rozproszonych na preparacie
biologicznym posiada charakterystyczny, hiperboliczny przebieg (rys. 2). Opisuje
ja funkcja typu:

Y =ax b 4

Wysokos¢ i potozenie jej maksimum zalezg od grubosci preparatu i wartosci
napiecia przyspieszajgcego wiazke elektronowg w mikroskopie. Miarg wartosci
liczbowej elektronéw rozproszonych elastycznie i nieelastycznie jest powierzch-
nia pod krzywa.

Tabela 1
Wzgledny udziat elektrondw rozproszonych elastycznie
i nieelastycznie w zaleznosci od grubosci prébki biologicznej
(dla napiecia przyspieszajacego Eo = 80 kV).

L. Rodzai rozpraszania
Grubosc¢ preparatu

Elastyczne Nieelastyczne
30 nm >90% < 10%
70 nm 70% 30%
500 nm 3% 97%
1000 nm < 1% >99%

Rys. 2. Schemat rozkladu strat energii elektronéw (dE) rozproszonych na preparacie
biologicznym o ro6znej grubosci (g).

PRZYCZYNY ,KLOPOTOW” Z OBRAZEM

Sama obecnos¢ elektrondw rozproszonych elastycznie, nieelastycznie oraz
elektronéw nierozproszonych jest naturalng konsekwencjg budowy materii
i sposobu jej oddziatywania z wigzka pedzacych elektronéw i bezposSredniag
przyczyna powstawania obrazu i powstajacych zaburzen obrazu. Przyczyn po-
Srednich zaburzen obrazu mikroskopowego nalezy szuka¢ we wtasciwosciach
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soczewek elektromagnetycznych, stosowanych do budowy mikroskopéw elektro-
nowych.

Termin ,,soczewka” odzwierciedla analogie funkcjonalng z soczewkami szkla-
nymi wchodzgcymi w sktad mikroskopu Swietlnego. Soczewki elektromagnetycz-
ne wykazuja, bowiem, zdolnosci skupiania i rozpraszania elektronéw bez zmiany
ich energii i predkosci (Mmeek 1976). Obydwa rodzaje soczewek podlegajg zatem
tym samym prawom optycznym. Odnosi sie to rowniez do wystepowania w nich
znieksztatcajgcych obraz aberracji, zwlaszcza aberracji sferycznej i aberracji
chromatycznej (rys. 3), astygmatyzmu i podobne.

Rys. 3. Schemat aberracji sferycznej (a) oraz aberracji chromatycznej (b).

S — soczewka; Fl, F2 — ogniskowe; Cc — promien dysku chromatycznego: Cs — promien dysku
sferycznego: Eo, Eo - dE — energie wigzki elektronéw.

W efekcie wystgpienia zjawiska aberracji sferycznej i aberracji chromatycznej
soczewka ogniskuje wigzke elektronowg w réznych punktach osi optycznej
mikroskopu (iys. 3). Dlatego tez obrazem punktujest dysk, ktdrego promien jest
miarg wielkosci danej aberracji. Promien ten jest jednocze$nie zblizony do
osigganej w danym mikroskopie zdolnosci rozdzielczej (Heze1 i Bauer 1985).

Podkresli¢ nalezy, ze aberracja sferyczna jest zasadniczym zjawiskiem ogra-
niczajagcym zdolnos¢ rozdzielczg wspotczesnych mikroskopéw elektronowych
(Hutchison 1994)

Dodatkowym zrodtem probleméw zwigzanych zjakos$cig obrazu w mikrosko-
pach pracujacych pod napieciami 20-100 keV, ktére sg najczesciej uzywane
w badaniach biologicznych, jest aberracja chromatyczna uktadéw soczewek
znajdujacych sie w mikroskopie ponizej preparatu (Sokotowski i wspoétaut.
1980). Emitowane przez katode elektrony tworzg wigzke elektronéw przestrzen-
nie spdjna o energii EO £ 1-2 eV. Jednak w procesach oddziatywan wigzki
elektronow z atomami preparatu, zwlaszczajesli jest to gruby preparat biologi-
czny, znaczna ich czes¢ ulega rozproszeniom nieelastycznym. Elektrony rozpro-
szone nieelastycznie o0 nizszej energii (EO-dE) i diuzszej fali sg ogniskowane
w dalszych punktach osi optycznej mikroskopu, anizeli elektrony rozproszone
elastycznie o energii Eo.

Wielkos¢ promienia dysku chromatycznego mozna oszacowaé na podstawie
wyrazenia (Hezet i Bauer 1985):

C=exaxdE/Eo 5)

gdzie: C — dtugos¢ promienia dysku chromatycznego [mm]
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e — stata aberracji chromatycznej [mm]

a — apertura obiektywu

dE — wartos¢ strat energii elektronéw rozproszonych nieelastycznie [ev]

Eo — napiecie przyspieszajgce wigzke elektronowg [eV].

Zakres strat energii elektronéw rozproszonych nieelastycznie posiada istotny
wptyw nawartos¢ C. Miesci sie onw bardzo szerokich granicach i, jak zauwazono
wczesniej, wykazuje rozktad hiperboliczny (rys. 2).

MOZLIWOSCI POPRAWIANIA JAKOSCI OBRAZU MIKROSKOPOWEGO

Istniejg oczywiscie okreslone sposoby podnoszgce jakosS¢ rejestrowanego
obrazu. Zgodnie z réwnaniem (5) zmniejszenie wartosci e, a i dE spowoduje
obnizenie promienia dysku chromatycznego C. Wartos¢ statej aberracji chroma-
tycznej e zalezy od konstrukcji soczewek elektromagnetycznych, natomiast
wartos$¢ apertury a od Srednicy przestony obrazu obiektywu (s1ayterE. iStayter
H. 1993). Srednicy apertury nie moznajednak dowolnie zmniejszag.

Odwrotna zaleznos¢ istnieje natomiast miedzy wielkosciami C i Eo. Zastoso-
wanie zatem bardzo wysokich napieé¢ przyspieszajagcych wigzke elektronowag
rowniez umozliwia obnizenie wartosci promienia dysku chromatycznego C.
Napiecia stosowane w mikroskopach wysokonapieciowych siegaja milionow
elektronowoltow (Herman 1983). W tego rodzaju TEM mozliwe jest ogladanie
z dobra rozdzielczoscig takze grubych preparatéw (rzedu mikrometréw), jednak-
ze kontrast uzyskiwanego obrazu jest niewielki i maleje wraz ze wzrostem
napiecia przyspieszajacego elektrony (Mannetta i Ratkowski 1983 ,Detong
i wspotaut. 1994). Mikroskopy wysokonapieciowe konstruuje sie juz od wielu
lat. Nie sg one zbyt rozpowszechnione w laboratoriach biologicznych z uwagi na
ich wysoki koszt.

Dotychczas polepszeniejakosci obrazu skrawkéw biologicznych dokonywano
w praktyce krojac odpowiednio cienkie preparaty, najlepiej ponizej 100 nm. Jak
zauwazono bowiem, dla cieriszych skrawkéw preparatu wzrasta stosunek roz-
proszen elastycznych do nieelastycznych.

Najnowszym i niestety bardzo drogim sposobem poprawieniajakosci obrazu
mikroskopowego jest metoda polegajgca na filtrowaniu energii elektronéw, to
znaczy przepuszczaniu na ekran lub klisze fotograficzng elektronéw o Scisle
Okreélonej energii (Hezel iBauer 1985, Bauer 1988, Kopf-Maier 1991) MetOdQ
te okresla sie terminem elektronowej spektroskopii obrazu, lub w skrécie ESI
(ang. electron spectroscopic imaging). Mozliwosci zastosowania techniki ESI
przewidziano juz na poczatku lat szes¢dziesigtych, w praktyce jednak do szero-
kiego uzytku weszta ona kilkanascie lat pézniej (Castaing iHenry 1962, Ottens-
meyer iAndrew 1980)

ZASADA FUNKCJONOWANIA TRANSMISYIJNEGO MIKROSKOPU ESI/TEM

Do zalet metody ESI w odniesieniu do materiatu biologicznego nalezy (Egle
i wspotaut. 1984):



Filtrowanie energii elektronéw 221

— Znaczne poprawienie jakosci uzyskiwanych, mikroskopowych obrazéw
skrawkoéw o grubosci powyzej 200 nm. Rozdzielczos¢ mikroskopowych obrazéw
w mikroskopie ESI/TEM jest zblizona i wynosi okoto 0,2-0,5 nm (dfa Eo rzedu
100 keV).

— Wzmocnienie kontrastu obrazu zaréwno ultracienkich, jak i grubych
skrawkow.

— Wykrywanie i lokalizacja pierwiastkow w wydzielonych mikroobszarach
probki z rozdzielczoscig rzedu 5-10 nm.

Uzyteczno$¢ metody ESI objawia sie szczegélnie w przypadku badania
skrawkoéw biologicznych o grubosci 0,2-1 pm (tab. 2). Jak zauwazono powyzej,
ogladanie tak grubych skrawkéw w konwencjonalnym TEM jest niezwykle
utrudnione i wigze sie ze znacznym spadkiem rozdzielczosci i zaciemnieniem
obrazu (Hezetl Bauer 1985)

Tabela 2
Wptyw napiecia przyspieszajacego wigzke elektronowg na dtugos¢
promienia dysku chromatycznego w skrawku biologicznym
0 grubosci 0,75 urn. Przyblizenie dla strat energii elektronéw,
dE = 250 eV (Hezel i Bauer 1985).

Rodzaj mikroskopu prz;lse;)ri)(iaes‘;Zace cir::)r:;:l?ygzrjzgo
Konwencjonalny TEM 80-120 kV 25-30 nm
Wysokonapieciowy TEM 1000 kV 2 nm
ESI/TEM 80-120 kV 2-3 nm

W konwencjonalnym TEM efekt wzmocnienia kontrastu dla skrawkow bio-
logicznych uzyskuje sie traktujacje solami niektérych metali ciezkich. Wykorzy-
stuje sie w tym celu gtéwnie sole otowiu i uranu (Reyno1as 1963). Metale ciezkie
silnie rozpraszajg elektrony i dlatego sga doskonale widoczne w otoczeniu pier-
wiastkow lekkich, stanowigcych podstawowa cze$¢ materiatu biologicznego.
Posiadajac wzglednie duze jadra atomowe, zwiekszajg prawdopodobienstwo
rozproszen elastycznych (siayter E. i s1ayter H. 1993). Wykazujg one ponadto
selektywne powinowactwo do niektorych skiadnikéw komérki. Na przykiad,
czterotlenek osmu (OsOg) wigze sie gtownie z lipidami i utatwia w ten sposéb
lokalizacje struktur btoniastych w komorce. Metale ciezkie majajednak tenden-
cje do tworzenia agregatow, co ogranicza zdolnos¢ rozdzielcza w ujawnianiu
strukturw ultracienkich skrawkach do okoto 1-2 nm (0ttensmeyer iPear 1975).
W mikroskopie ESI/TEM (mikroskop ten okresla sie réowniez jako EF/TEM —
energy filtering TEM) wzmocnienie kontrastu uzyskuje sie bez traktowania
materiatu dodatkowymi zwigzkami chemicznymi. Dzieki temu struktura bada-
nego obiektu jest z pewnoscia bardziej wierna rzeczywistosci.

Mikroskop ESI/TEM posiada identyczny plan budowy jak konwencjonalny
TEM (ryS 4, Hezel i Bauer 1985, de Bbruijn iWSpé‘I'aUt. 1993) Podstawowa
réznica polega na tym, ze ESI/TEM jest wyposazony w spektrometr do pomiaru
strat energii elektronéw. Jego gtbwnymi elementami sa: zwierciadto elektrostaty-
czne bedace odmiang dziata elektronowego i pryzmaty magnetyczne (0ttensme-
yer 1984). Najnowsze spektrometry strat energii elektronéw, stosowane w TEM,
nie posiadajg zwierciadta elektrostatycznego, lecz sa zbudowane z czterech
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symetrycznie utozonych pryzmatéw magnetycznych (Mmayer 1993). W tego typu
spektrometr jest wyposazony miedzy innymi mikroskop ZEISS 912 Omega.

W pryzmatach jest wytwarzane po-
le magnetyczne odchylajgce strumien
elektronéw pod katem zaleznym od ich
energii. Elektrony rozproszone elasty-
cznie sg odchylane dokiadnie pod ka-
tem 90 stopni, natomiast nieelastycz-
ne pod katem wiekszym oy 1979).
Spektrometr jest umieszczony w mi-
kroskopie pomiedzy dwoma uktadami
soczewek projektora (rys. 4b).

Bieg elektronow w ESI/TEM jest
analogiczny do ich biegu w konwencjo-
nalnym TEM az do poziomu pierwsze-
go uktadu soczewek projektora. Naste-
pnie jednak elektrony wchodzg w ob-
szar pierwszego pryzmatu magnetycz-
nego. Po odbiciu od zwierciadta ele-
ktrostatycznego i wyjsciu z obszaru
drugiego pryzmatu tworzag wigzke roz-
biezng. Z tego wlasnie powodu przez

Rys. 4. Porownanie budowy konwencjo-
nalnego TEM oraz mikroskopu ESI/TEM.
Schemat ESI/TEM odpowiada budowie
mikroskopu ZEISS 902A.

K — katoda: A — anoda; C — soczewki konden-
sora: P — preparat; O — soczewki obiektywu: R,
R1, R2 — soczewki projektora: L — lustro
elektrostatyczne: Y — pryzmat magnetyczny:
S — energo-dyspersyjna szczelina: E — ekran.

energo-selektywng szczeline przecho-
dzi tylko pewien fragment tej wigzki,
zawierajacy elektrony o okreslonej
energii. Pozostala czes¢ elektronow

jest absorbowana i odbijana od mate-
rialu ograniczajgcego szczeling (Joy 1979). Elektrony, ktore przeszlty przez
szczeline trafiajg do drugiego uktadu soczewek projektora. Elektrony, dociera-
jace do drugiego ukiadu soczewek projektora majg bardzo zblizong energie.
W przypadku stosowania napiecia przyspieszajgcego EO = 100 keV, ukiad
przepuszcza elektrony o energii Eo + 10 eV (Kopf-Maier 1991). Ostatecznie
elektrony tworzg obraz padajgc na ekran, klisze fotograficzng lub elektroniczny
detektor (Eg1e | wspOtaut. 1984).

Mikroskop ESI/TEM moze pracowac¢ w trzech podstawowych trybach (rys.
5, Eg1e iwspdtaut. 1984). W przypadku, gdy nie ma energo-selektywnej szczeliny
uzyskuje sie tak zwany obraz catkowity (ang. global image). Jest on odpowied-
nikiem obrazu uzyskiwanego w konwencjonalnym TEM (Heze1 i Bauer 1985).

W przypadku, gdy przez szczeline przechodza elektrony o energii zgodnej
z energig wiazki pierwotnej Eo, uzyskuje sie obraz dzieki elektronom rozproszo-
nym elastycznie (ang. elastic image). Z uwagi na to, ze wielko$S¢ strat energii
elektronow dE jest zblizona do zera, ten tryb pracy ESI/TEM okresla sie jako
ESI w dE = 0 (Eg1e i wspllaut. 1984).

Trzecim mozliwym trybem pracy ESI/TEMjest realizacja ESI dla elektronéw
charakteryzujgcych sie stratami energii dE > 0. W tym przypadku przez energo-
selektywna szczeling przechodzg elektrony rozproszone nieelastycznie (Egie
i wspotaut. 1984). Nie sg to jednak wszystkie elektrony rozpraszane nieelasty-
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cznie, lecz o Scisle wybranej wartosci strat energii (np. elektrony o dE = 280 +
10 eV). Mikroskop ESI/TEM jest tak zbudowany, ze dzieki nim (tzn. elektrony
ze stratg energii, Ec-280 eV) jest formowany obraz mikroskopowy (ang. inelastic
image). Jest to zawsze obraz w ciemnym polu @oy 1979). Oznacza to, ze
struktury bedace jasne w konwencjonalnym TEM i w ESI/TEM dla dE = 0 tutaj
sg ciemne i vice versa.

Rys. 5. Mozliwe tryby pracy mikroskopu ESI/TEM (Egle i wspotaut. 1984).

A — obraz catkowity; B — obraz powstajacy dzieki elektronom rozproszonym elastycznie i nieroz-
proszonym (ESI dla dE = 0) C — obraz powstajacy dzieki elektronom rozproszonym nieelastycznie
(ESI dla dE > 0). Eo — elektrony o energii Eo; Eo - dE — elektrony o energi mniejszej od Eo o war-
toé$¢ dE; P — preparat; S — soczewki; L — lustro elektrostatyczne;
R — pryzmat magnetyczny; D — energo-selektywna szczelina.

Bardzo wazng cechg obrazu tworzonego dzieki ,odfiltrowanym” elektronom
nieelastycznym rozproszonym w wyniku oddziatywan nieelastycznych jest jego
specyficznos¢ wzgledem niektérych pierwiastkOéw (0ttensmeyer iAndrew 1980,
Shuman | Somiyo 1987, Bauer 1988). Jak zaznaczono wcze$niej rozproszenia
nieelastyczne dokonuja sie w wyniku oddziatywan elektrostatycznych elektro-
noéw wigzki pierwotnej z elektronami wewnatrz atoméw prébki. Niektore z tych
oddziatywan prowadzg do wzbudzenia elektronéw z powtok wewnetrznych (K, L,
wzglednie M) i jonizacji tych atoméw. Poszczeg6lne powtoki réznych pierwia-
stkow posiadajg charakterystyczne dla siebie energie jonizacji (Bietanski 1987).
Przez energie jonizacji rozumie sie minimalng energie, jakg nalezy dostarczy¢
elektronowi, azeby wyrwac go z danej powtoki na powltoke o wyzszej energii. Na
przykiad energiejonizacji powtoki K (dla orbitalu Is) wegla, azotu i tlenu wynoszg
odpowiednio: C — 280 eV; N — 400 eV i O — 530 eV.

Zatem przyktadowo w wyniku oddziatywania elektronu wiazki pierwotnej
0 energii Eo = 100 keV z elektronem powloki |Is atomu tlenu dochodzi do
przekazania energii i jonizacji tego atomu. Wzbudzony z powtoki Is elektron
posiada energie réwna 530 eV, ktéra odpowiada energii jonizacji tej powtoki
atomu tlenu. Natomiast zgodnie z zasadg zachowania energii, energia elektronu
wigzki pierwotnej w wyniku oddziatywania i przekazania energii na wzbudzenie
atomu tlenu maleje i po zderzeniu jest rowna Eo-dE (czyli 100 keV -530 eV).
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Jezeli spektrometr mikroskopowy ESI/TEM bedzie ,nastawiony” na przepu-
szczanie elektronow o energii EO-530 eV (straty energii elektronéw dE), uzyska-
my obraz rozmieszczenia tlenu w oglagdanym fragmencie probki. W celu wyeli-
minowania tta obrazu od uzyskanego kontrastu obrazu odejmuje sie zwykle
kontrast obrazu uzyskany dla elektronéw o nieco mniejszych stratach energii
(w tym przypadku np. dla dE = 500 eV). Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu we
wspoétczesnych TEM numerycznych obliczen z wykorzystaniem komputerow
klasy PC, wykorzystywanych do obrébki i przechowywania uzyskiwanych obli-
czen i obrazow (Drechsler iCantow 1991, Bowling iWSpé+aUt. 1992)

Gdy zatem elektrony wigzki pierwotnej przechodza przez obszary o duzym
stezeniu atomoéw tlenu, widmo rozkladu strat energii elektronéw przybierze
posta¢ pokazang na rysunku 6 z charakterystycznym dla powtoki K tlenu
progiem jonizacji (tzw. pik OK). Subtelna struktura widma progu jonizacji
wynika z faktu, ze elektrony w obrebie powloki K znajdujg sie zaréwno na
orbitalu Is, jak i Ip, ktére réznig sie minimalnie energia jonizacji (Bieranski
1987).

Powierzchnia pod progiemjonizacji
(tak zwany pik Ok) Swiadczy natomiast
o0 liczbie atomoéw tlenu w badanym ob-
szarze i stanowi podstawe pomiaréw
ilosciowych (sorber i wspétaut. 1991,
de Bbruijn | Wsplaut. 1993). W celu
wykonania takich pomiaréw nalezy
poréwnacé otrzymane widmo z widmem
standardu o znanej zawartosci bada-
nego pierwiastka. Wiarygodna analiza
ilosciowa skrawkow biologicznych wy-
maga jednak zastosowania mrozenio-
wych technik ich preparowania, w celu
zmniejszenia dyfuzji oznaczanych

Rys. 6. Rozkitad strat energi elektronow
wigzki mikroskopowej w obszarze o duzej
zawartosci atomoéw tlenu. Strzatka wskazu-
je prog jonizacji powtoki K atomu tlenu,
korelujacy zjej energigjonizacji. Linia prze-
rywang zaznaczono teoretyczny przebieg
krzywej przy braku atomow tlenu. Powyzszy
schemat jest uproszczeniem. Oryginalne
widma posiadaja charakterystyczng stru-
kture subtelna.

pierwiastkow w czasie przygotowywa-
nia preparatow (Krivanek 1991).
Technika ESI/TEM dla elektronow
o dE > 0jest zatem analityczng metodag
okreslania jakosciowego i ilosciowego
skiadu pierwiastkowego probki. Ogél-
na analiza strat energii elektronow
okresla sie terminem spektroskopii
strat energii elektronéw (ang. EELS —
electron energy loss spectroscopy).

Wielkos$¢ analizowanego obszaru jest uwarunkowana srednicg stosowanej wigz-

ki elektronowej (1saacson 1977).

ESI/EELS jest metoda o bardzo wysokiej czutosci. Umozliwia ona wykrycie

w objetosci kilkuset nm prébki, kilkuset, a nawet kilkudziesieciu atoméw
analizowanego pierwiastka (krivanex 1991). Na przyktad dla fosforu szacuje sie,
ze minimalna ilo$¢ wykrywanych atomow wynosi 25 (Leapman iAndrews 1992).
Bezwzgledna czutos¢ metody siega do 10° 1g masy analizowanego obszaru.
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Warunkiem koniecznym dla analizy pierwiastkéw jest jednakze stosowanie
skrawkéw o grubosci nie przekraczajacej 50 nm. W skrawkach grubszych efekt
wielokrotnego rozproszania elektrondw wigzki pierwotnej powoduje znieksztat-
cenie otrzymywanych wynikéw pomiaru (Andrews i Leapman 1993).

Generalnie mikroskopy ESI/TEM wykorzystuje sie nie tylko do badania
preparatéw biologicznych, lecz takze wszelkich innych probek ciata statego,
takich jak krysztaty, polimery czy prébki geologiczne (Mayer 1993). Metoda
ESIZEELS jest przydatna natomiast w szczegélnosci do badari materiatow
biologicznych, poniewaz pozwala na wykrywanie z bardzo wysoka czutoscig
pierwiastki lekkie (Egie i wspdtaut. 1984, shuman | Somiyo 1987). Metoda ta
mozna wykrywa¢ rowniez metale ciezkie, ale wowczas podstawag analizy sag
wartosci energii progéw jonizacji powtok dalej potozonych od jadra, na przykiad
powtoki L lub M . Inne metody analityczne na poziomie mikroskopu elektrono-
wego, takie jak, na przykiad, mikroanaliza rentgenowska, charakteryzuja sie
mniejszg czutoscig i znacznie mniejszg rozdzielczoscig energetyczng w zakresie
analizy pierwiastkow lekkich (Butowt i Bednarska 1993).

Metoda ESI/EELS sa wykrywane pierwiastki, ktorych energie jonizacji ele-
ktronéw z powlok wewnetrznych nie przekraczajg 2000 eV (de Bbruiin | WSpOl-
aut. 1993). Uzyskuje sie widma strat energii analogiczne do widm pokazanych
na rysunku 6, otrzymanych z rozdzielczoscig energetyczng rzedu 1-2 eV. Inng
forma informacji otrzymywanych z wykorzystaniem ESI/TEM jest otrzymanie
obrazu mikroskopowego, powstajgcego dzieki elektronom o okreslonej wartosci
strat energii. Obrazy takie sg mapami rozkiadu okreslonego pierwiastka
w objetosci badanej probki (kopf-Maier 1991).

PODSUMOWANIE

Obrazy mikroskopowe powstajg w wyniku oddziatywania elektronéw wigzki
pierwotnej z badanym materiatym i z soczewkami mikroskopu. Od momentu
powstania pierwszego mikroskopu elektronowego wprowadza sie rozmaite roz-
wigzania techniczne, majace na celu zmniejszenie wptywu aberracji soczewek
elektromagnetycznych na jakos$¢ powstajacego obrazu. Za jako$¢ obrazu sa
odpowiedzialne przede wszystkim dwa jego parametry: zdolnos¢ rozdzielcza
i kontrast obrazu w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Szczegdlne
problemy w tym zakresie stwarzajg preparaty biologiczne, poniewaz w wiekszosci
wypadkéw sg amorficzne i sktadajg sie gtdwnie z lekkich, stabo rozpraszajacych
elektrony pierwiastkow. Ponadto jakos¢ obrazu probek biologicznych pogarsza
sie z biegiem czasu, gdyz sg one niezwykle wrazliwe na bombardowanie wigzkag
elektronowa.

W konwencjonalnym TEM, stosuje sie bardzo mate Srednice przyston obra-
zowych obiektywu. Wtedy sg przepuszczane tylko przyosiowe skiadowe wigzki.
Dzieki temu uzyskuje sie obrazy mikroskopowe z lepszg zdolnoscig rozdzielczg.

Najnowszym rozwigzaniem w dziedzinie badar materiatéw biologicznych byto
wprowadzenie systemu filtrowania energii elektronéw ESI. W systemie tym
spektrometr ESI dziata analogicznie jak filtr w mikroskopie Swietlnym, rozdzie-
lajac elektrony o réznej energii i przepuszczajac na ekran lub do detektora

15 — Kosmos
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elektrony o okreslonej wybranej energii. Dzieki temu mikroskopowe obrazy
preparatéw biologicznych sg otrzymywane z lepszg rozdzielczoscig, lepszy jest
rowniez kontrast otrzymywanych obrazéw rozktadu chemicznego pierwiastkéw
w badanej probce. Jest to istotne dla skrawkow biologicznych, gdyz stwarza
mozliwos¢ wyeliminowania z procedury ich przygotowywania etapu wysycania
solami metali ciezkich i umozliwia ogladanie skrawkéw grubszych od 100 nm.

Zastosowanie techniki ESI/TEM (dE > 0) do badan materiatéw biologicznych
umozliwia wykonanie ilosciowej analizy skiadu pierwiastkowego wybranych
mikroobszaréw prébki ijej struktury. Bezwzgledna czuto$¢ pomiaréwjest bardzo
wysoka i siega 10~19-10 g analizowanego pierwiastka. Metoda tajest przysto-
sowana przede wszystkim do analizy pierwiastkéw o malej i Sredniej masie
atomowej i z tego wzgledu jest szczegdlnie przydatna dla materiatu biologicznego.

Wspotczesne mikroskopy ESI/TEM sg urzadzeniami w petni skomputeryzo-
wanymi. Umozliwia to miedzy innymi zatrzymywanie otrzymywanych obrazow
w pamieci komputera i p6zniejszg ich dodatkowa obrobke.

Autor pragnie wyrazi¢ szczere podziekowanie Pani Doktor Elzbiecie Mizerze
z Instytutu Fizyki PAN w Warszawie za pomoc okazang w trakcie pisania
niniejszej pracy.

ELECTRON ENERGY FILTRATION — A NEW TECHNIQUE FOR IMPROVING
THE IMAGE IN TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPE (TEM)

Summary

The paper describes the basis of the Electron Spectroscopic Imaging (ESI) technique, which is
a relatively new method of improving the resolution and contrast of the biological image in TEM. In
addition, the ESI is a highly sensitive method for the elemental analysis of samples in TEM. The
usefullness of the method for studying biological samples is discussed.
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