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STRESZCZENIE W artykule przedstawiono stosowane
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Ofrzymane obrazy analizowano wykorzystujgc algorytmy cyfrowe-
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tach struktury szkliwa dokonano pomiaréw ich parametrow geome-
trycznych.

Poréwnano parametry statystyczne grup pryzmatow dla obrazéow
szkliwa uzyskanych za pomocg detekcji elektronéw wtérnych oraz
elektronéw wstecznie rozproszonych.
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1. WSTEP

Obrazowanie obiektéw biologicznych i ich struktur jest czesto zadaniem
niefatwym. Wynika to z ograniczonej dostepnosci do tych obiektéw badz ich
probek lub krotkotrwatej ich zywotnosci.

Z drugiej strony przy matych wymiarach obiektéw, ich prébek bgdz ana-
lizowanych struktur, istnieje potrzeba uzyskania powiekszen rzedu kilkuset,
kilku tysiecy razy. Podstawowe techniki obrazowania struktur obiektow nie
umozliwiajg osiggniecia tak wysokich powiekszen, dlatego w takich przypad-
kach wykorzystuje sie technologie mikroskopii elektronowe;j.

Zasada dziatania mikroskopu elektronowego jest podobna jak mi-
kroskopu optycznego. Roznica tkwi w rodzaju fali jaka przenika badany obiekt
i co za tym idzie w budowie mikroskopu. Wykorzystuje on do obrazowania
wigzke elektronow, ktéra pozwala na dostrzeganie obiektéw nawet milion razy
cienszych niz ludzki wios (0,1 nm). Im wieksza jest energia elektronéw tym
krotsza ich fala i wieksza rozdzielczos¢ mikroskopu. Probka znajduje sie
w prozni i najczesciej jest pokrywana cienkg warstwg metalu co moze byé
problemem w przypadku prébek biologicznych.

Mikroskopy elektronowe dzieli sie zwykie na elektronowe mikroskopy
transmisyjne oraz skaningowe mikroskopy elektronowe. W pierwszym typie
jednoczesnie analizowany jest duzy obszar powierzchni preparatu i tworzony
jest jego obraz. Natomiast w mikroskopie elektronowym skaningowym wigzka
elektrondéw, skupiona na powierzchni badanej prébki w plamke o bardzo matej
Srednicy (do 0,1 nm), omiata wybrany prostokatny obszar powierzchni ruchem
skanujgcym.

W przypadku mikroskopii transmisyjnej probke badang napyla sie cienkg
warstwg metalu a nastepne usuwa oryginalng probke i wykonuje obraz repliki.
Zas przy mikroskopii skaningowej probke réwniez napyla sie metalem, ale nie
trzeba usuwacé probki witasciwej. Zaletg tak uzyskanych zmodyfikowanych
prébek jest ich trwato$¢ i mozliwos¢ powtarzania obrazowania, co nie zawsze
mozliwe jest w innych metodach mikroskopowych.

2. WBOR OBIEKTU BIOLOGICZNEGO

Obiektami biologicznymi mogg by¢ czesci zarédwno roslin jak i zwierzat.
W przypadku takich obiektéw obrazuje sie strukture ich elementéw sktadowych
(np. pyiki roslin, konczyny owadow) badz strukture obiektdow w przekroju.
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Konieczne jest wowczas pobranie probki z tych obiektéw, co uniemozliwia
realizacje obrazowania na organizmach zywych.

W przypadku cziowieka takim elementem, ktory mozemy w do$¢ prosty
sposob pozyska¢ sg np. elementy zebow, dla ktorych waznym sktadnikiem
badawczym jest jego szkliwo.

Szkliwo nazebne jest najtwardsza, najbardziej odporng na scieranie,
a przy tym najbardziej kruchg tkankg sposréd wszystkich tkanek twardych zeba.
Jego twardos¢ wynosi ok. 3250 HB, co przewyzsza pod tym wzgledem stopy
szlachetne, hartowane (o twardosci ok. 2500 HB), ustepuje zas niektorym
masom ceramicznym (do 4000 HB), wykorzystywanym przez stomatologow.

Szkliwo pokrywa korone zeba w jego sktad wchodzi 96-98% zwigzkow
nieorganicznych oraz 2-4% substancji organicznych i woda. Zbudowane jest
z pryzmatow szkliwnych oraz spajajacej je substancji miedzypryzmatycznej. Na
jeden zgb moze przypadac 5-12 min pryzmatéw [3].

Na przekrojach poprzecznych majg one rézny ksztatt (np. owalny, wielo-
boczny i inne), o ktérym zdaja sie decydowacé wzgledy rozwojowe (w zaleznosci
od funkgcji zeba, w ktérym wystepuja).

3. TECHNIKI OBRAZOWANIA ELEKTRONOWEGO
MIKROSKOPU SKANINGOWEGO

Wigzka elektronéw, wytworzona w dziale elektronowym, jest przyspie-
szana w polu elektrycznym o potencjale ok. 30 kV i skupiana przez soczewki
elektromagnetyczne (rys. 1). Cewki odchylajace nadajg jej ruch skanujacy [1].

Pod wptywem wigzki elektrondéw padajacej na probke zostajg wyemito-
wane rozne sygnaty, ktore sg rejestrowane za pomocg odpowiednich detekto-
row, a nastepnie przetwarzane na obraz prébki lub widmo promieniowania
rentgenowskiego. Mogg to by¢ elektrony wtorne (SE), elektrony wstecznie roz-
proszone (BSE) oraz charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie (rys. 2).

W obrazie uzyskanym dzieki elektronom wtérnym kontrast zwigzany jest
z topografig probki — partie wypukie sg jasne, natomiast partie wkleste sg
ciemne. Dzieki temu interpretacja obrazéw SE jest dos¢ tatwa. Wygladajg one
podobnie jak odpowiadajgce im obrazy w $wietle widzialnym (w skali szarosci)
— rysunek 3a. W obrazach BSE kontrast jest wynikiem réznicy Sredniej liczby
atomowej pomiedzy poszczegolnymi punktami probki. Obszary probki zawie-
rajgce jadra pierwiastkbw o wysokiej liczbie atomowej rozpraszajg wstecznie
wiecej elektronow dzieki czemu sg odwzorowywane na obrazach BSE jako
miejsca jasniejsze (rys. 3b).
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Rys. 1. Schemat budowy elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM) [2]
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Rys. 2. Rézne efekty wywotane przez padajaca wiazke elektronéw [2]

Rys. 3. Obraz szkliwa nazebnego z mikroskopu skanujacego powierzchnie szkliwa
powiekszenie 2000 razy: a) detekcja elektronéw SE, b) detekcja elektronéw BSE
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Do przeprowadzonych w dalszej czesci pomiarow i analiz wykorzystane
byly obrazy uzyskane z detektora elektronéw SE oraz detektora elektronéw
BSE. Taki wybodr obrazow byt podyktowany dostepnoscig obrazéw SE i BSE
wykonywanych za pomocg elektronowego mikroskopu skaningowego Hitachi S-
3000N, ktéry znajduje sie na Wydziale Mechanicznym Politechniki Biatostockie;.

4. OBROBKA OBRAZOW | REALIZACJA POMIAROW

Ze wzgledu na rézny sposob zobrazowania struktury szkliwa przez tech-
niki SE i BSE powstato zagadnienie poréwnania tych dwoéch technik obrazo-
wania pryzmatow szkliwa (rys. 4).

Rys. 4. Przyktadowy wynik wstepnego wyodrebniania pryzmatéw na obrazach:
SE (a) oraz BSE (b)

Do celow prowadzonych
badan wykonany zostat pomoc-
niczy program do przetwarzania
obrazéw w wybranym zakresie,
wyodrebniania oraz dokonywania
pomiarow wymiaréw geometrycz-
nych pryzmatow szkliwa. Przykta-
dowe okno, po przeprowadzeniu
progowania krawedzi oraz wy-
odrebnieniu wybranego pryzmatu
na obrazie przedstawia rysunek 5.

Opracowany program rea- Rys. 5. Widok dziatania programu po wyodreb-
lizuje procedury wstepnej filtracji  nieniu pryzmatu na obrazie
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usuwajgcej szumy i drobne zaktocenia [4]. Wyznacza rozdzielczos¢ wczytanego
obrazu (czyli w przypadku tych obrazéw ilos¢ pikseli na mikrometr) na podstawie
umieszczonego na nim wzorca, ktory jest widoczny np. na rysunku 3. Dzieki
temu mozliwe byto obliczenie parametréw geometrycznych w jednostkach
bezwzglednych, np. w pym.

Wyodrebniajac kolejne pryzmaty na obrazach wykonanych w technikach
SE i BSE zauwazalne byty istotne roznice miedzy tymi samymi pryzmatami
z réznych technik (rys. 6). Zauwazy¢é mozna istotny wptyw zaktécen wyste-
pujacych w technice BSE od pierwiastkdw o wysokiej liczbie atomowej, chociaz
podczas wstepnej oceny obrazéw BSE dawaty one lepsze odwzorowanie struk-
tury szkliwa.

Rys. 6. Wyodrebnione wszystkie pryzmaty na obrazach wykonanych w technikach
SE (a) oraz BSE (b)

Dla kazdego wyodrebnionego pryzmatu dokonane zostaty przy wyko-
rzystaniu tego samego programu pomiary podstawowych parametréw geo-
metrycznych: pola powierzchni, obwodu, szerokosci i wysokosci. W sumie wy-
konano pomiary 50 pryzmatéw dla kazdego obrazu w kazdej z technik.

5. OCENA OTRZYMANYCH WYNIKOW

Poréwnujac wyniki pomiarow z technik SE i BSE wyznaczono réznice
miedzy nimi dla kazdego z parametréw geometrycznych z osobna. Mozna byto
stwierdzi¢, iz wyznaczone réznice dla wiekszosci przypadkow nie majg jedna-
kowego charakteru, dla niektorych parametréw sg dodatnie, za$ dla innych
ujemne.

Szukajac istotnych roznic miedzy parametrami pryzmatoéw zobrazowa-
nych réznymi technikami dokonano obliczen majgcych na celu wyznaczenie
btedéw grubych (tab. 1).
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TABELA 1
Statystyka réznic miedzy parametrami geometrycznymi pryzmatéw wyodrebnionych technikami
SE i BSE
Pole Obwaéd Szerokos¢ Wysokosé
[Hm’] [um] [um] [um]
Warto$¢ srednia (m) 1,11 -0,31 0,15 0,21
Odchylenie standardowe (SD) 2,117 1,787 0,393 0,498
m+3*SD 7,46 5,05 1,33 1,70
m-3*SD -5,24 -5,67 -1,03 -1,28
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Kryteria btedéw grubych spetniaty tylko przypadki o nadanych numerach
28 dla pola powierzchni oraz 47 dla obwodu. Analizujgc je wizualnie mozna byto
okresli¢ ich niektore przyczyny, ktére mogg wynika¢ z dodatkowych obszarow
zakwalifikowanych obrazie BSE przez algorytm programu do obszaru miedzy-
pryzmatycznego (rys. 7), badz zakwalifikowania dodatkowych obiektow do jed-
nego przypadku. Tutaj wymagana byftaby dodatkowa interwencja operatora
badz modyfikacja parametréw algorytmu programu.

R RELERT BR.D U

Rys. 7. Wyodrebniony przypadek nr 28 na obrazach wykonanych w technikach
SE (a) oraz BSE (b)

Rozpatrujgc osobno przypadki pomiarow dla technik SE oraz BSE
w kierunku znalezienia przypadkéw znacznie odbiegajacych od wartosci
Sredniej, mozna byto dla pomiarow zrealizowanych z wykorzystaniem techniki
SE z piecdziesieciu przypadkéw tylko jeden znacznie odbiegat od pozostatych
na zasadzie btedu grubego, natomiast dla pomiaréw zrealizowanych na obrazie
z techniki BSE dwa inne przypadki mozna byto okresli¢ jako btedy grube.

6. WNIOSKI

Obrazowanie struktur obiektow biologicznych przy wykorzystaniu technik
elektronowego mikroskopu skaningowego jest moze trudne ze wzgledu
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na koniecznos¢ specjalnego przygotowania probki, ale umozliwia uzyskanie
bardzo duzej gtebi ostrosci obrazéw. Na podstawie zgromadzonych obrazéw
nie mozna byto ocenic lepszej przydatnosci ktorejs z wykorzystywanych technik
SE czy BSE.

Mozliwosci obrazowania obiektu takiego jak szkliwo nazebne w osrod-
kach badawczych mogg by¢ dostepne. Potrzeby takiego obrazowania rowniez
wystepuja, zgtaszane przez biomechanikow oraz specjalistow z zakresu bioma-
teriatow.

Przydatne bytoby poréwnanie zmierzonych parametrow geometrycznych
elementow szkliwa z ich parametrami mechanicznymi, jak réwniez poszerzone
badania liczniejszej grupy obiektow.

LITERATURA

1. Barbacki A.: Mikroskopia elektronowa, Wydawnictwo Politechniki Poznanskiej, Poznan, 2003.
2. http://www.chemia.uj.edu.pl/~lojewski/wykladySP/Techniki%20mikroskopowe.pdf

3. Lehmann K.M., Hellwig E.: Propedeutyka stomatologii zachowawczej i protetyki, Urban &
Partner, Wroctaw, 1994.

4. Zielinski K.W., Strzelecki M.: Komputerowa analiza obrazu biomedycznego, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa, 2002.

Rekopis dostarczono, dnia 26.03.2010 r.
Opiniowat: prof. dr hab. inz. Wladystaw Dybczynski



Przydatno$c¢ réznych technik obrazowania struktur biologicznych wykorzystujgcych ... 169

USEFULNESS OF VARIOUS IMAGING
BIOLOGICAL STRUCTURES TECHNIQUES
WHICH MAKING USE THE SCANNING
ELECTRON MICROSCOPE

Grazyna GILEWSKA

ABSTRACT This article presented applied methods of illustrating
enamel structures using the scanning electron microscope method.

Received images were analyzed by digital image processing
algorithms. As a result on separated prisms of enamel structure were
made the measurement of their geometric parameters.

Statistic parameters of prism’s groups were compared for enamel
images gotten by secondary electrons and back scattered electrons
detection.

Dr inz. Grazyna GILEWSKA ukonczyta studia na wydziale
Elektroniki Telekomunikacji i Informatyki Politechniki Gdanskiej na
specjalnosci Elektronika Biomedyczna. Od 1992 roku jest pracowni-
kiem naukowo-dydaktycznym Politechniki Biatostockiej, na Wydziale
Elektrycznym, na ktérym obronita doktorat w roku 2003 z dziedziny
metrologia w elektrotechnice.







