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Elektronenmikroskope und
Elektronenmikroskopie

« Diese Texte sollen Anfangern und Interessierten die Welt
der EM eroffnen : Entstanden, um Schilern und
Studierenden, heranwachsenden Wissenschaftlern und
dem interessierten Publikum, einen Einblick zu
verschaffen.

* Wiederholungen sind moglich — zum Teil beabsichtigt!



Wie kommt man zu solchen Fotos?
Gar nicht so schwer! Oder?

Katzenf loh 388prn



Mikroskopie: So fing es im 17 Jahrhundert an ---
und das ist das Ende?

Fig. 1 A general view of the 3 MV ultra-high voltage electron
microscooe



Das Elektronenmikroskop

Wenn das Lichtmikroskop (LM) nicht mehr
fiir eine hohere Auflésung ausreicht, wird ein
Elektronenmikroskop (EM) benétigt.
Warum? VergroRerungen sind von der
Auflésungsmdglichkeit abhéngig. Ein LM
arbeitet mit Licht und Glaslinsen, und Licht
hat eine sehr ,,grofle Wellenldnge (380 nm).
Elektronen dagegen, aufgrund des Welle-
Teilchen-Dualismus, eine viel kiirzere (5
nm), auBerdem werden elektromagnetische
Linsen eingesetzt. Deshalb kann ein
Mikroskop mit Elektronenstrahlquelle
erheblich starker vergrofiern.

Die Entwicklung selbst stammt schon aus den
1930er Jahren. Aulier einer
Elektronenkathode (Wolframdraht) benotigt
man auch noch in einer Saule (fiir den
Elektronenstrahl) ein sehr hohes Vakuum:
Mehrere Grundbedingungen sind technisch
zu erfullen.

,Das EM an sich* gibt es nicht, wichtig sind
aber zwei Haupttypen:

Transmissions-EM (TEM) und Raster-EM
(REM).

Weshalb, warum und wie?

Das TEM durchstrahlt ein Praparat (ibliche
eingebaute BlendengrofRe von ca. 30 bis 90
Mikrometer) im oberen Bereich der Saule auf
einem wenige Millimeter groRen Kupfernetz
und bildet unten im Gerat das Objekt ab. Die
eintreffenden Elektronen werden beim
Durchstrahlen vom Objekt (einem Schnitt)
absorbiert, meist aber gestreut: Es entsteht
eine Art grafische Strichzeichnung als
Ganzbild.

Fur das TEM miissen bei biologischen oder
medizinischen Proben stets Ultradiinn-
Schnitte hergestellt werden (Ultramikrotom!
Vorher werden die Proben fixiert, kontrastiert
und nach einer Entwasserung in fliissigem
Kunststoff eingebettet).

Ein TEM kann extrem hohe VergréRerungen
erzeugen (sofern das Préparat das hergibt).



...Fortsetzung

Das REM tastet mit einem sehr eng gebiindelten

Elektronenstrahl (10 bis 50 Nanometer) das »  Alle Préparate fir das REM (Ausnahme: feste
Praparat ab — Stoffe, etwa Kieselalgen, Foraminferen,

meist mit feinstem atomarem Goldstaub Implantatschrauben) missen auf irgendeine
(iberzogen: gegen elektrische Aufladungen! -, Art fixiert und getrocknet werden

was unten im Gerat sitzt und neue Elektronen von ¢ Die Proben selbst werden anschlieBend auf
der Oberflache reflektiert. einen etwa zwei Zentimeter grof3en

Aluminiumhalter aufgeklebt und mit nur

Diese herausgeschlagenen Sekundéar-Elektronen X )
J J wenigen Ausnahmen mit Gold tberzogen.

senden distinkte Signale aus, zeichnen Héhen und
Tiefen, Kanten und Lécher des Objektes nach. Es
wird so ein quasi ,,dreidimensionales* Bild der
abgetasteten Oberflache, Zeile fir Zeile, Punkt fur
Punkt, erzeugt.

VVon einem Detektor aufgefangen und von einem
Verstéarker weitergeleitet, werden diese Signale
auf eine Fernsehrohre / einen Monitor ibertragen
und dem Betrachter auf einem Bildschirm
prasentiert.



Far Einsteiger: Wie stark vergrof3ert was ?

Lichtmikroskop: wir sehen durch einen Glas-Objektrager - mit Hilfe einer Lichtquelle -
durch das Objekt ...

Die Aufldsung von einem Mikrometer (Tausendstel Millimeter) ist erreichbar

(h6chste VergroRerung am LM 1500 — 2000 fach).

Raster-Elektronenmikroskop: wir beschiel3en eine Probe mit einem geblndelten
Elektronenstrahl, tasten damit die Oberflache im Vakuum ab (wie ein Nichtsehender ein
Objekt abtastet...).

Die Auflésung von 50 Nanometer (1000 nm: 1 um) ist erreichbar
(h6chste Vergrofierung am REM zwischen 50.000 bis 150.000fach und mehr).

Transmissions-Elektronenmikroskop: wir durchstrahlen Ultradliinnschnitte oder
Mikropartikel mit dem Elektronenstrahl

Die Auflésung von 1 Nanometer (Tausendstel Mikrometer) ist erreichbar
(h6chste Vergrolierung hierbei zwischen 100.000 und 300.000fach und mehr).

(Wichtig: nur die echte Auflosung von Strukturen hat Bedeutung. Alle Angaben sind Durchschnittswerte.)



Man stelle sich vor,
eine 1 €-Munze mit dem Lichtmikroskop zu
betrachten:

Das hochqualitative Durchstrahlungs-Lichtmikroskop schafft es bei allerbester
Optik auf 2000fache Vergrolierung. Dann lage der Durchmesser dieser Miinze
bei rund 50 m.

Schon unvorstellbar...

(Abgesehen davon, dass man eine Miinze nur mit dem schwécheren Auflicht-
LM oder einer Stereolupe von oben betrachten kann.)

... doch bei einem Raster-EM und einer VergroéRerung von 100.000fach (was
jedes gutes Gerat heute schaffen kann), lage aber der Durchmesser dieser
Munze bei 2,5 km.

FuBBweg gemiitlich: eine halbe Stunde...

(Abgewandelt nach dem bekannten Elektronenmikroskopiker A.W.Robards, 1974)



Schon bei den Algen sofort erkennbar: links Tafel mit Lichtmikroskop-
Aufnahmen (nebst einem REM-Foto) und rechts Tafel mit TEM-Aufnahmen.




welter: was kann ich noch sehen?

Am LM konnen die ,,Streifen® der Kieselalgen mit 1.000fach
aufgeldst, zur Erkennung der Arten dienen, und an einem REM wird
man allenfalls bis ca. 50.000fach vergréRern, denn dann erscheint
bereits die Grundsubstanz der Kieselschale.

Wir kdnnen aber bei einer eher geringen (5.000fachen) VergréRerung
an einem TEM die Feinstruktur eines Chloroplasten bereits scharf
trennend darstellen:

Zellmembranen, Nanopartikel oder etwa Feinstrukturen auf einem
Insektenauge (wenn vorhanden) hingegen, kann und will man noch am
hochauflésenden REM von 50.000 bis 100.000fach vergrofRern.
(Achtung: das Sputtergold kann sichtbar werden!)



Nicht die Vergro3erung
Ist maf3gebend,
sondern die Wahl der
Geréatschatft, hier TEM!

Das kann nur ein
Transmissions-EM.

Ultradliinn geschnitten
und vorher gut fixiert:

Ein sauber getroffener
Chloroplast!




Nochmals: Warum EM ?
Hohere Auflosung- starkere VergrofRerung

« GroRBeWellenlange des Lichts:
« ca. 380 nm

« KleineWellenlange des Elektronenstrahls
e ca.5nm

« (Vakuum nétig! Keine Gasatome, sie behindern sonst den E-Strahl — Pumpen!!!
» & getrocknete Proben)

» Auflésung des LM rund 0,2 Mikrometer
« Auflésung eines starken REMs rund 10 Nanometer

e 1mm — 1000 Mikrometer
. 1 Mikrometer — 1000 Nanometer



Das Durchstrahlungs-EM
TEM
Transmissions-
Elektronenmikroskop



Ein Transmissions-EM hat immer eine hohe Saule, die Distanz zwischen
den Linsen (Kondensor-, Objektiv-, Projektivlinse) wird flr die
Vergrofierung genutzt, um unten, auf dem Zinksulfid-beschichteten
Schirm, ein vergroRertes Live-Bild sehen zu konnen.




Der Elektronenbeschuss: TEM
Elektronen durchdringen das Praparat und werden abgelenkt, es entstehen
elastische Elektronen, die ein kontrastreiches Bild ergeben. Inelastische Elektronen
verschlechtern im Normalfall die Abbildung; etwa am EM902 (Zeiss) kdnnen sie
hilfreich verwendet werden... (Energieverlust)

* Fdr das TEM bendtigen wir
Ultradiinnschnitte, die bei
ausreichendem Kontrast die
Zellstrukturen in aller Klarheit
zeigen.

* Die TEM-Proben missen mit
viel Sorgfalt und unter langeren
Praparationsbedingungen
erstellt werden.




Der Elektronenstrahl durchdringt das Objekt
am TEM

« Biologische Proben werden
bevorzugt mit Schwermetallen
(Osmiumtetroxid) fixiert.
Osmiumsaure wird am
haufigsten verwendet, denn es
ISt mit einer hohen
Kontraststeigerung zu rechnen,
noch zumal aul3er den
Proteinen (durch die Aldehyd-
Fixierung) auch noch die Lipide
gebunden werden. Besonders b
gut ,gefarbt” erschelnen die
Membranen. .4

Elektronenstrahl

Objekt

Blende

elastische Streuung







So sieht es aus, wenn man chemisch falsch oder
schlecht fixiert hat: Lamellen-Salat!




Transmissions-Elektronenmikroskopische Arbeitsweise
(Arbeiten am TEM)

Chloroplast der Sonnenblume

k.

Univ.Frankfurt Botanisches Ihét.' MR

Die ultradiinnen Schnitte werden am
TEM durchgemustert und interessante
Ergebnisse sogleich fotografiert.

Untersucht werden etwa physiologisch
unterschiedlich angezogene Pflanzen
einer Art oder eines ,, Typs®.; diese
zeigen erwartungsgemald in der
Feinstruktur Veranderungen an ihren
Zellorganellen. Dazu muss
grundsatzlich eine Kontrollpflanze mit
einbezogen werden.

TEM-Foto.: ein gut ausgebildeter Chloroplast zeigt
neben sich im Plasma Mitochondrien und
Dictyosome. Die Zellwand ist schwach zu sehen
(oben); nach unten zu, befindet sich die grol3e
Vakuole.



Die Ultra-Mikrotomie (1

Weichteilige, ,,wasserhaltige*
biologische Proben werden chemisch
fixiert und kontrastiert. Anschliel3end
einer Entwasserung mit Aceton (oder
Ethanol) unterzogen und in einen
flissigen Kunststoff tberfiihrt. Die
dann auspolymerisierten Kunststoffe
sind ,.knochenhart*; die Kapseln (mit
den Préparaten in deren Spitze) werden
nun zu einer Pyramide getrimmt. Am
Ultramikrotom werden sie in ca. 50
Nanometer dicke, feinste Schnitte
zerlegt. Das Tausendstel einer
Zeitungsseite. ..




Die Ultra-Mikrotomie (2

Die Ultradinnschnitte variieren Continuous Interference Color and
.. . Thickness Scale for Thin Sections
in threr Dicke; erkennen kann
man die Schnittdicke im s
Interferenzlicht.

Es gibt Schwankungen von

hellgrau (Silber), ca. 10-20 nm,

bis goldgelb (50 nm) und lila-
blau (von 100 nm). Letztere
sind zu dick, um vom TEM-
Strahl gut durchdrungen zu
werden. Nebenstehende i
Abbildung stammt von
,,Sorvall Microtomes* 190
(USA, ca. 1980).
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Die historische Entwicklung der
Elektronenmikroskopie



Die moderne Biologie oder Biowissenschaft ist ohne die

Vorlaufer vergangener Zeiten nicht denkbar...

Die Elektronenmikroskopie selbst ist schon seit langer Zeit nur noch
Hilfswissenschaft --- Ergdnzung bei strukturellen Problemen, wo das
Lichtmikroskop (LM) mit seiner Auflésung nicht hinreicht.

Wir fassen zusammen ---

Ein qualitativ gutes Lichtmikroskop lost bis 0,2 um Strukturen auf
(=200 nm) - ein TEM dagegen schafft es leicht bis zu 0,2-0,5 nm
(2-5A) - und ein REM (mit seinem enggebiindelten Strahl) auf
unter 50 nm oder — wie hier am FE-REM [Feldemission™] — auf
unter 10 nm.

((*Spezifiziert sind die Auflésungen beim REM S-4500 : 1,5nm bei 15
kV - WD 4mm - und 4nm bei 1 kV - WD 3mm —Testreport Hitachi und
Angaben R.Schmidt/Hitachi.))



Die ,,Vater des Elektronenmikroskops®...

Es gibt sicher mehrere Vater des Elektronenmikroskops, doch ein Wissenschaftler sticht
besonders heraus, der auch die elektromagnetischen Linsen durchentwickelt hat: Ernst
Ruska mit dem sog. ,,Ubermikroskop* der Firma Siemens (1939).

Russka stammte aus der Arbeitsgruppe Max Knoll von der TH Berlin und arbeitete mit
Bodo von Borries am ersten serienméalig hergestellten Transmissions-EM der Firma
Siemens.

Eine Seitenentwicklung der Firma AEG, ein EM mit ,,elektrischen Linsen herzustellen,
hatte jedoch keinen weiteren Erfolg (genannte Mitarbeiter: E. Briiche und H. Mahl).

Zeitgleich arbeitete man an mehreren Wissenschaftsstandorten der Welt an
hochauflésenden Elektronenmikroskopen, doch Siemens mit Ernst Ruska (1986 den
Nobelpreis im ,,Nachtrag® erhalten), waren die technisch schnelleren ,,Problemldser*.

Beim Raster-EM miissen wir aber ebenfalls an M. Knoll und besonders an Manfred
von Ardenne denken, doch diese Entwicklung erfolgte erst etwas spéter, da die
Abbildung mit der Fernsehtechnik zunéchst noch Schwierigkeiten bereitete.



Vakuum - oder der luftleere (gasfreie) Raum:
Otto von Guericke und die Magdeburger Halbkugeln...

Elektronenmikroskope bendtigen ein Vakuum!!!

ICONISMUS XT..




Das Vakuum — oder die Angst vor der Leere

Die Erkenntnisse der antiken
Wissenschaft wurden besonders von
der islamgepragten arabischen Kultur
Ubernommen und weitergegeben —

im christlich geprdagten “Abendland
dagegen kam es erst einmal zu einem
Ruckschritt -

man pflegte die Angst vor der Leere —
dem luftleeren Raum — ,, horror vacui‘
- das war die aristotelische Einstellung
zu der Sache: es gabe keine Leere,
sondern das Weltall sei mit einem

., Ather* ausgefiillt...

Erst mit dem Aufkommen der
,,modernen: europdischen “ Technik
und Naturwissenschaft im 17.
Jahrhundert anderte sich alles.

¢

Otto von Guericke (1602-86) bewies um 1660,
dass es einen luftleeren Raum, ein Vakuum geben
muss, indem er zwei zusammengehaltene
Halbkugeln aus Messing mit Hilfe einer Pumpe
»entleerte, er evakuierte sie quasi luftleer. Als er
seine Pumptechnik verfeinert hatte (das Wasser
herausziehen und keine Luft hineinlassen),
versuchte er in einer Art Grol3-Spektakel (Bild
zuvor) eine luftleere Kugel durch 16 Pferde
auseinander zu ziehen, aber die Kugel blieb durch
die enorme Kraft des irdischen Luftdrucks
zusammen.

. Guericke war Birgermeister von Magdeburg,
Naturwissenschaftler und Autor: ,,Neue, sog.
Magedburger Versuche iiber den Leeren Raum...“
1672. Wie weit er informiert war, dass sein
italienischer Wissenschaftskollege Evangelista
Torricelli (1608-47) ebenfalls zeitgendssisch am
gleichen Problem arbeitete, ist nicht exakt zu
bestimmen. Nicht ganz umsonst wurden spater
,.Driicke* in Torr oder Pascal angegeben,

leider nicht in Guericke...



Wie hoch ist denn das Vakuum? Wie gasfrel ist der Raum im EM?
(und bitte nicht vergessen, wir arbeiten mit einem Feldemissions-REM — mit dem man
schwache VergroRerungen machen kann und Hochauflosungen!)

In der Schleusen-Kammer, wo die
Probe eingelegt wird, ist es noch

relativ schwach, aber es zerplatzen
hier schon die Proben, schrumpfen

usw., wenn sie nicht gut getrocknet

sind!

Nein, in ,,TORR*, wird das nicht
mehr gesagt, auch kaum noch in
,,mbar‘, man spricht von Pascal:

,,Pa.

Nach den Rotationspumpen
arbeitet nun die sehr starke
Oldiffusionspumpe in der Kammer
und im unteren REM.

,,1 X 10 hoch - 3 Pascal®, so sagt
man. So im unteren Saulen-
Bereich, aber oben, wo die
lonengetterpumpen an der
Strahlquelle sitzen, sieht es schon

,,besseraus :1 x 10 -7 Pa...

(hier befinden sich aber immer noch reichlich
Gasatome pro ccm Raum!)

Wie im Weltall? fragte der
Operator. ,,Jm Weltall?*, lachelten
mude die Astrophysiker, die beim
ithm zu Besuch waren, ,,nein, im
Interstellaren Raum herrscht ein
Druck von 1 x 10 -14 Pa.*

(soll heif’en, nur noch 2 Gasatome auf einen ccm
Raum!)



Das Oberflachen-abtastende
(mit Elektronen scannende)
Raster-Elektronenmikroskop

- Raster — oder REM oder SEM -



REM: gedrungene Saule, die Vergrof3erungen entstehen
durch Verringerung des Linsenstromes beli
gleichbleibender Grodlie des Bildschirms.




Das Raster-Elektronenmikroskop

« Das Raster-EM hat einen ahnlichen Aufbau
wie ein Transmissions-EM. Beide
Mikroskope arbeiten mit einem Strahl aus
Elektronen und muissen demnach unter einem
sehr hohen Vakuum stehen.

«  Beim REM trifft der gebiindelte
Elektronenstrahl aber auf die Probe auf und
die reflektierten ,,Sekundarelektronen®
werden als ,,Signale* (H6hen und Tiefen
eines Objektes abtastend) von einem Detektor
gesammelt und ber einen TV-Monitor als
Strahl gezeichnet (abgerastert). Diese
Sekundarelektronen zeigen demnach die
Oberflachenstrukturen des Objektes und
erzeugen das plastische Bild mit der
typischen Schéarfentiefe des Raster-
Elektronenmikroskops.

*  Abb. aus REIMER&PFEFFERKORN (1973)

Mikroskopsdule

6V -100V 5-50KV
Yk Vw Va,




REM --- so geht das ...




»Die grofle Schirfentiefe und der Effekt der flichenabhangigen SE-
Emission flihren zu dem plastischen (dreidimensionalen) Eindruck

von REM-Bildern.*
P.F. Schmidt u.a. ,,Praxis der Rasterelektronemkroskopie und Mikrobereichsanalyse* (1994)

. Wie?
. Eine Probe befindet sich unten im Hochvakuum des Raster-Elektronenmikroskops:

. Die Kathode (Filament) ist eingeschaltet, sie sendet von oben nun ununterbrochen die Elektronen (E-Strahl) durch die
elektromagnetischen Linsen hindurch.

. Typisch ist jetzt das feinste Abtasten - genannt ,, Rastern “ auf der Oberflache, dies wird mit einem eng gebindelten
Strahl aus Elektronen vorgenommen.

. Die auf die oberste Schicht des Objektes eintreffenden Primarelektronen von rund 5000 eV (beachten: ,,nur” 5 KV)
,,boxen *“ aus den vorhandenen Hohen und Tiefen neue Elektronen (SE = Sekundarelektronen) mit unterschiedlicher
Energie heraus... (etwa 0,5 bis maximal 50 eV): Bildentstehung durch SE- und Rickstreu-Elektronen...

. ((Die reichlich vorhandene tiberschissige Energie muss abgeleitet werden --- Sputtern mit Gold --- sonst kommt es zu
sog. Aufladungen! Streifenbildung, Leuchten, Uberstrahlen.))

. Die herausgeschlagenen Sekundarelektronen zeigen, nach dem Sammeln und Auffangen durch einen Detektor = das
Messgerat wird dann die einzelnen Signale der Hohen und Tiefen, aber auch die der Schatten und Kriimmungen, hell
und dunkel, Punkt ftr Punkt = auf einem nachleuchtenden Bildschirm tbertragen. Somit wird diese exakt die
abgetastete Oberflache im plastischen (quasi dreidimensionalen) schwarz-weiR3-Bild aufzeichnen.



Der Raster-Elektronenstrahl zeichnet die
Oberflachenstruktur wie ein Pantograph




Das Raster-Elektronenmikroskop
vor Ort am Fachbereich Biowissenschaften:

« Dieses REM ist ein Hochleistungs-
Gerat der Firma Hitachi, S 4500

« Esist mit einer Feld-Emissions-
Kathode bestiickt und hat viele
Einsatzmdglichkeiten tber zwei
verschiedene Detektoren, die in der
biologischen Forschung
wechselweise zum Einsatz
kommen. Wir kdnnen plastische
Bilder fiir die Ubersichten erstellen,
sowie leicht und zuverlassig
scharfe Fotos erzeugen, die aber
auch in einen
Hochauflosungsbereich
hineingehen, wo herkdmmliche
Gerate nicht mehr mitmachen.




Arbeiten mit dem S-4500 Hitachi (ab 1996 im Einsatz):
gute Aufldsung, hochste Qualitat
((wichtig ist, stets stabiles ,,hohes " Vakuum))

Feldemission:

Negativ geladen

sehr starkes elektrisches Feld

—_— — — e

ﬁ
Abgesaugt — Tunneleffekt

I

die Elektronen tunneln!!!

==

elektromagnetische Linsen!!! elektromagnetische Linsen!!! .



Durch die Wechselwirkung Elektronenstrahl und
Praparat
- Im REM - entstehen folgende Phanomene:

Der aus der , Kanone™ (Kathode-Anode) austretende beschleunigte Elektronenstrahl
wird durch das elektromagnetische Linsensystem (Objektiv, Kondensorlinse,
Kondensorblende, Kontrastblende) eng gebtindelt. Dieser Priméarelektronenstrahl dringt
aus der geheizten Aperturblende (am unteren Ende der Sdule) mit einem Durchmesser
von nur 50-200 nm (Angabe nicht exakt) aus und trifft auf das Préaparat.

Dabei entsteht ein Stoss-, lonisierungs- und Augerprozess durch primare und
rickgestreute Elektronen (siehe weiter unten). 70 % der Sekundarelektronen haben
weniger als 15 eV. Aber diese sekundaren Elektronen, die von der Objektoberflache
,,herausgeboxt*“/abgenommen werden, sind fir unsere Abbildungen wichtig.

Funktioniert also so:

Die vom Detektor-Sammelsystem (Szintillator) ,,angesaugten* Sekundarelektronen
werden Uber einen Signalverstarker (Photomultiplier) in Licht umgewandelt und auf
eine TV-Kathodenstrahl-Rohre geschrieben (Monitore).

Der Rasterstrahl ,,scannt Zeile flr Zeile. Arbeitet quasi wie ein ,clektronischer
Storchschnabel“: auf dem Bildschirm vor dem ,Operator wird die Struktur
nachgezeichnet.




Priméar-Elektronen treffen mit hoher Energie auf
wiederholt, aber anders gesagt:

Die Primérelektronen treffen mit nahezu einheitlicher Geschwindigkeit, mit
5000eV (veranderbare Beschleunigungsspannung) auf das Préparat auf.

Wahlweise von 1 Kilovolt bis 30 Kilovolt ,,KV* einsetzbar...

-Die herausgeschlagenen Sekundarelektronen aber haben sehr unterschiedliche
Geschwindigkeiten und deren Energien liegen eher niedrig, jedoch auch
zwischen 0-50eV!

100 % Primarelektronen treffen auf und die Ausbeute ist gleich A

A=SE+RE (= SE-Sekundarelektronen = RE-Rckstreuelektronen)
A = kleinerals 1 (Probe ladt sich negativ auf)
A =grolier als 1 (Probe ladt sich positiv auf)



|d:

achenbi
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abgetastet und nachgezeichnet...
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Eibennadel Botanischer Garten

Zeile fur Zei



Die Aufldsung und die Bildqualitdt missen aber Gbereinstimmen: ein Foto
sollte nicht GbervergrofRert und/oder unscharf erzeugt werden. Weiter ist zu
beachten, dass an einem REM typische Storfaktoren auftreten kbnnen:
etwa Aufladungen (fthrt zu Streifen), Kondensor-Probleme (deutliche
Unscharfen) und Kanteneffekte, siehe Fotos nachstes Blatt.

« Gewohnlich ist es so, dass bei einem konventionellen
Durchstrahlungselektronenmikroskop (TEM) die Kontrastblende
besonders zu beachten ist. Natlrlich werden bei einem Justiervorgang
grundsatzlich die Kondensorblende und die Bereichs-, bzw.
Zwischenbildblende zuvor zentriert. Die Kontrastblende anschlief3end,
und dabel ausgewahlt auf eine bestimmte BlendengrofRRe (etwa 30, 60
oder 90 um).



Aufladungsprobleme und Unscharfen: so sollen REM-Fotos
heute nicht mehr aussehen!

55388 25KU.08.5U

e

55616 25KV 5



Das A und O: Jedes Elektronenmikroskop wird Gber dessen Blenden und

die in der Saule befindlichen elektromagnetischen Linsen justiert.

Die Korrektur des Astigmatismus ist das A und O eines jeden gut eingestellten EMs.
Dieser wird am Objekt selbst korrigiert, oder beim TEM, an der dazu extra gefertigten
., Lochfolie *, deren Sdume zur Einstellung ge6ffnet und geschlossen werden
(Fokuskndpfe). Meist bei 50.000 oder 100.000fach. Offnen und schlieRen sich die
Saume zentrisch oben und unten, rechts und links, ist die Korrektur gelungen. Nun kann
man Fotografieren. Allerdings ist die echte Scharfe oft nur als bestmoglichste
Kontrasteinstellung zu erreichen, die nicht ganz der wirklichen Fokusscharfe entspricht
(und liegt meist winzige ,,Schritte* daneben). Wer sicher gehen will, fotografiert gleich
im leichten Uber- und Unterfokus und in der Mitte von beiden (eine etwas
materialaufwendige Methode aus den friihen siebziger Jahren). Meist ist ein TEM Uber
den Tag unanfallig fur Astigmatismus-Verstellungen (ganz im Gegensatz zu einem
REM), jedoch ist es wichtig, standig, wahrend der Arbeit, die Bildqualitat zu beachten
(ev. zu korrigieren).

Anders bei REM. Da wird der Astigmatismus direkt tiber die Stigmatorkndpfe am
Objekt eingestellt. Und das Nachstellen ist ein standiger Begleiter wahrend der Arbeit.



Geschlossene Kammer am REM: Uber die Schleuse (rechts)
werden die Proben eingeflhrt.

i

| |
W - p
f Iy [

of

b -
i
z
:

UL RT YRR A L



Probenbearbeitung fir das REM
Trocken und leitfahig --- Beispiel : die geschrumpfte Blattlaus

Biologische Proben miissen wegen
ihrer “Wasserhaltigkeit"

einem schonenden Prozess des
Trocknens ausgesetzt werden:

denn sie Schrumpfen durch den Verlust
von Wasser im Vakuum.

Wasser hat eine hohe
Oberflachenspannung; bei der
Gefriertrocknung (mit vorherigem
~ochockgefrieren®) kann es dennoch zu
Eiskristallen kommen, die die Probe
zerstoren.

Bildung von Artefakten...

Biologische Proben sind obendrein im
REM so etwas wie ,elektrische
|solatoren® (an ihnen muss erst
Leitfahigkeit erzeugt werden: Gold!)




weiter: Probenbearbeitung flr das REM

Trocken und leitfahig ---- Beispiel : Aufladungen entstehen
(Nylonstrumpf)

« Die meist verwendete Methode
Ist die chemische Fixierung mit
Glutardialdehyd und der
nachfolgenden Entwéasserung
mit Aceton oder Alkohol. Jetzt
kann man die Praparate
entweder mit ,Silan” trocknen

(Silan = Hexamethyldisilazane)

» (es verdampft anschliel3end
langsam) - oder

* die ,Kritisch-Punkt-Trocknung®
verwenden (Uberflihren in noch
flissiges Kohlendioxid und
langsames Aufheben der
Phasengrenzen am ,kritischen
Punkt®).




weiter: Probenbearbeitung fiur das REM

Trocken und leitfahig ---- das gilt fur alle Praparate !

\
Aesculus parvif lora NA

18pn

Pollen von der Blite
direkt nehmen; Artefakte
durch Schrumpfung
maoglich;

Kieselalgen nach dem
Auskochen auftropfen;

Blatter (Behaarung usw.)
mit N, Schock-Gefrieren
und Gefriertrocknen:;

Zellstrukturen oder
Insektenstiucke mit chem.
LOsung fixieren und
Silan-Trocknung
vollziehen oder mit
Kritisch-Punkt
bearbeiten.



UbergieRen mit fliissigem Stickstoff, dann wird das
Blattmaterial in die Gefriertrocknungs-Apparatur gelegt!




Raster-EM: Probenteller

Das Blattstiick
wird mit einem
Kohiekleber

auf dem Alu-Teller

befestigt.
SchlieBlich im
Sputter-Gerat
mit einer feinen
Atomschicht
Uberzogen

wie/was?

Elektronenstrahl
- Beschuss von
oben

Detektor
empféngt die
Sekundar-
Elektronen
als Signale!

Uber die
elektrische
Leitfahigkeit
wird die
nétige
Erdung
hergestellt!



~>oputtern® mit Gold

Die Proben fur das REM werden auf
Aluminumteller aufgebracht und meist mit
Kohlekleber befestigt, so erhalten selbst die
biologischen Proben eine Untergrund-
Leitfahigkeit. Leider reicht die nicht aus, und
aus diesem Grunde werden die
Praparateteller als Ganzes in ein Vakuum
verbracht und mit einer hauchdinnen
Atomschicht aus reinstem Gold tiberzogen.
Diesen Vorgang nennt man ,sputtern®, etwa
Umsprudeln.

Die im Rezipienten befindlichen Restgase
werden ionisiert. Diese ,Atomriimpfe reiBen
aus der oben im Kopf sitzenden Goldschicht
(hohe Spannung) die Goldatome heraus.

So kann der ,stérende Probenstrom® gut
abgeleitet werden!

Zu sehen ist ,die Goldwolke®“: das Restgas
(oder auch Argon) leuchtet im UV-Licht!




Was konnen wir untersuchen?
Was darstellen?



Ja, was?
Schlagwort - Biodiversitat : anhand von morphologischen Unterschieden
Artenvielfalt belegen...

Die Untersuchungsmaoglichkeiten sind weit gefachert:

alles das, was Oberflachen besitzt — was von oben (aul3en) betrachtet werden kann,
mag es auch ein Schnitt ins Innere sein, ist mit einem REM durchfuhrbar!!!

Etwa: Zellwachstum auf klinstlichen Knochen (Unfallchirurgie),

Strukturen von Zahn-Implantaten oder deren Bewuchs im Kiefer, deren ev. Brliche
usw. (Zahnmedizin),

Gentechnisch oder molekularbiologisch veranderte Pflanzen oder Bakterien
(Biowissenschaft, Molekularbiologie),

Nanopartikel im Einsatz fir die Medizin (Pharmazeutische Technologie),
umgedreht aber auch Nanopartikel als Umweltverschmutzer (Okotoxikologie),
Pilzsporen auf Blattern, aber auch auf der menschlichen Haut (Mykologie),

Insekten und Spinnentiere flr Morphologie und Systematik (Entomologie, Funktion,
Verhalten, Evolution usw.)

Pollen, Blattstrukturen (Haare, Drisen, Wachse), Kieselalgen etc. sind bereits erwahnt
worden, und gerade Pflanzen zeigen durch ihre Artenvielfalt viele Merkmale, die
besonders gut im REM mit Abbildungen den Systematikern helfen kénnen. Trotz der
nun Uberall eingesetzten ,DNA-Analysen®, ist die Morphologie allemal Voraussetzung!
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Der Lavendel unter dem Elektronenmikroskop

In Sudfrankreich bedecken ganze lilablaue Areale
des ,Echten Lavendels® die Landschaft und
begeistern die Durchreisenden durch ihre
Farbenpracht.

Die Arzneipflanze Lavandula angustifolia ist ein
Lippenblitler, die urspringlich aus dem
Mittelmeerraum stammt und heute als
Gartenpflanze weit verbreitet ist.

Sie enthalt ein atherisches Ol, eine Mischung
aromatischer Substanzen, die sie in vielerlei
Hinsicht zur Drogenproduzentin verschiedener
Arzneinmittel macht und dartiber hinaus auch
noch die Kosmetik- und Parfimindustrie
beliefert.

Auf unserem Bild sehen wir eine plastische,
unbekannte Welt auftauchen, die nichts anderes
darstellt, als die Blattunterseite mit ihrer
Epidermis, aus der Spalt6ffnungen und die als
Austrocknungsschutz dienenden Blatthaare
hervortreten. Die kugeligen Gebilde selbst sind
die Driisenbélle, die die atherischen Ole
beinhalten und bei Reibung den
charakteristischen Geruch des Lavendels
offenbaren.

Lavendelblatt ) ' ' } 60 um




Wie sieht es auf dem Grunde eines Sul3wassersees aus”?
--- und stimmt das? Jedes 4. von uns eingeatmete
Sauerstoffmolekll kommt von den Kieselalgen!

O Y AL
——— 70 ym ———I

Myriaden von Kieselalgen (Diatomeen)
bedecken den Boden eines Sees. Diese
sitzen in ganzen Kolonien auf den
Steinen und bilden einen schleimigen
Uberzug. Natirlich besteht der Seegrund
aus verwesenden Materialien, zum
grol3en Teil aber aus anorganischen
Stoffen: Schluffen, Tonen, Sanden...

Abgestorbene Organismen sinken und
bilden ein Substrat, der bakteriellen
Zersetzung ausgesetzt. Aber tberall dort,
wo noch Licht hindringen kann, wachsen
Algen.

Da Diatomeen nicht nur im StulRwasser
leben, sondern auch im Meer, ist die
Menge dieser Sauerstoffproduzenten
ungeheuer grol3: geschatzte 25 % der
Atemluft kommt also aus den
Chloroplasten dieser einzelligen Algen!



Aus dem Bereich der Kieselalgen-
Forschung :

Durch die hohe Aufldsung am
Raster-EM kdnnen die
Diatomologen

die Feinstrukturen der Schalen
besser erkennen, die fur die
Unterscheidung der Arten
wichtig sind.

Nebenstehendes Foto zeigt eine Gruppe aus einer
marinen Kieselalgen-Population von der
stdafrikanischen Kuste.

Gi CSIR Durban B45 620



Kieselalgenschalen besitzen Offnungen:
Locher — Poren - Areolen

Aufgebrochene Schalen zeigen,
dass die verkieselten
,Zellwande® von Diatomeen
Offnungen besitzen. Diese
ermdglichen den Stoff- bzw.
Gasaustausch (der Prozess der
Photosynthese muss ablaufen
konnen) zwischen dem
wassrigen Medium (See, Fluss,
Bach, Meer...) und dem
plasmatischen Zellinnern. Stoffe
konnen so aufgenommen und
abgegeben werden.



Organismen - Vielfalt - Nutzen :

Kiesel-Algen sind einzellige Pflanzen -
Pflanzen sind der Quell unserer Atemluft, denn sie ,,machen Photosynthese* -

Eine groRe Gruppe innerhalb der Algen sind solche mit Kieselskeletten: Diatomeen oder
Kieselalgen genannt —

Diese pflanzlichen Einzeller produzieren ein Viertel des gesamten Sauerstoffs unseres
Planeten —

Und fixieren dabei auch das schadliche, durch die Zivilisation erzeugte CO2? in
gewaltigen Mengen: Stichwort Klimawandel ! —

Da Kieselalgen mit ihrer asthetischen Formenvielfalt nur mikroskopisch erkennbar sind,
blieben sie bisher der Durchschnittsbevolkerung so gut wie unbekannt —

lhre enorme Bedeutung fiir die Sauerstoffproduktion und Okologie ist untibersehbar —
Darlber hinaus sind sie ein wichtiges Glied in der Nahrungskette —

Diatomeen sind Bioindikatoren: sie spielen in der Gewé&sseruntersuchung eine extrem
grol3e Rolle —



Wweliter: Diatomeen sind...

Sie kommen in jedem Gewasser vor, aber auch da, wo es ein wenig feucht ist, unter Steinen, in der
Erde, auf Blattern —

Sie schweben als Plankton oder leben am Grunde von Seen, bewachsen andere Pflanzen und sind
sozusagen auch dort stets vorhanden (Benthos) —

Auch im Meer spielen sie eine ganz grof3e Rolle —
Sie sind wie alle Pflanzen vom Sonnenlicht abhéngig -

Fast alle Kieselalgen besitzen ein lichtdurchlassiges SiO?- Gehduse, ein Gerlist mit feinen Lochern
(fir den Stofftransport) —

Ihre Quarzglas-Schalen greifen wie bei einer Késeschachtel ineinander —
Jedes der Individuen besteht aus zwei unterschiedlich alten Schalen -

Nur bei wenigen Gattungen sind die Skelette in der Evolution wieder zurtickgebildet worden (etwa
bei den Symbiosepartnern der Korallen) —

Diatomeen gibt es seit der Kreide-Zeit, also seit vielen Millionen von Jahren (Gesteinsbildner) —

Es gibt die runden, dosenférmigen Kieselalgen: ,,Zentrische* und die umfangreichste, vielfaltigste
Groligruppe der Diatomeen, die langgestreckten ,,Pennaten® —

Die GroRe der Diatomeen ist sehr unterschiedlich, die kleinsten Formen sind nur wenige Mikrometer
lang, andere kdnnen dagegen bis zu zwei-drei Millimeter erreichen.



Der Lotus-Effekt ist an der Feinstruktur des Blattes
ZuU erkennen: einerseits grobere Strukturen, wie bei
vielen Eichenarten (links), andererseits feinste
Wachsfibrillen etwa beim Ginkgo (rechts)

Steineiche 100 pm —i
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Der Lotus-Effect®
Superhydrophobe selbstreinigende mikrostrukturierte Oberflachen nach dem
Vorbild der Natur - Schmutz perlt mit dem Regen ab.

Als erstes wurde dieser Effekt von Prof .Barthlott beschrieben, (ehem. Botaniker der
Universitat Bonn).

In der Pflanzenwelt (Blatter) werden Bakterien und Pilzsporen durch die
Mitnahme des ,,Schmutzes* gleichsam abgespiilt. Die Unterseite eines Blattes
besitzt Spaltoffnungen, und diese besonders gefahrdeten Unterseiten zeigen haufig
einen ,,Lotus-Effekt* durch grobere ,,Behaarung® und meist durch feinstrukturelle

,.harzige* Oberflachen.

Siehe Eichen - Eiben - Gewlirzpflanzen. Variationen sind moglich...

Technische Anwendungen gibt es mittlerweile zahlreiche: etwa flr Décher,
Wandfarben, Taschen, Autolacke...



Vielen Dank
fur lhre
Geduld!

REM-Foto-Tafel

zeigt einheimische Pollen.
Frahbliher aus dem
Rhein-Main-Gebiet

(vom ersten REM Hitachi
S-500, 1987).




