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Einleitung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Detektion von Phosphor in einer biologischen
Probe, dem Bakterium Corynebacterium glutamicum AmcbR. Phosphor ist nur in
geringen Mengen Bestandteil des Bakteriums, jedoch gibt es Anhdufungen von Mo-
lekiilen, welche Phosphor enthalten. Diese Anh&ufungen sollen detektiert werden.
Die Methode, die dazu benutzt werden soll, ist die energiefilternde Transmissions-
Elektronenmikroskopie. Mit Hilfe der energiefilternden Transmissions-Elektronen-
mikroskopie ist es moglich, die Verteilung bestimmter Elemente in einer Probe, mit
einer lateralen Auflésung von wenigen nm, zu bestimmen. Erschwert wurde die De-
tektion von Phosphor durch eine Verunreinigung der Proben mit Silizium.

Aus einen energiegefilterten Bild lésst sich nicht direkt die Verteilung eines Ele-
mentes ablesen. Zuerst muss der vorhandene Untergrund bestimmt und abgezogen
werden, wozu die Aufnahme von weiteren energiegefilterten Bildern notig ist. Der
Untergrund wird dabei fiir jeden Pixel einzeln bestimmt. Durchgefiihrt wird die Be-
stimmung des Untergrundes von einem, im Rahmen dieser Arbeit geschriebenen,
Computerprogramm. Dieses Programm wurde in der Programmiersprache Java ge-
schrieben. Es ist als Plug-in fiir die OpenSource Bildbearbeitungssoftware ImagelJ
realisiert und lasst sich iiber eine grafische Benutzeroberfliche bedienen. Bei dem
Programm habe ich zur Bestimmung des Untergrundsignals nicht die haufig genutz-
te gewichtete lineare Regression eingesetzt, sondern ich habe mich dazu entschieden,
die Methode der maximalen Ahnlichkeit (Maximum-Likelihood-Estimation) zu nut-
zen. Dabei handelt es sich, wie bei der linearen Regression, um ein parametrisches
Schétzverfahren, bei dem numerisch die Parameter bestimmt werden. Insbesondere
liefert diese Methode immer das bestmogliche Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (SRV).






Kapitel 1

Energiefilternde Transmissions-

Elektronenmikroskopie

1.1 Streuprozesse in der Probe

Ein Transmissions-Elektronenmikroskop lésst sich in verschiedenen Modi betreiben.
Um die Probe zu analysieren, lassen sich die unterschiedlichen Wechselwirkungen
des Elektronenstrahls mit der Probe nutzen. Bei der energiefilternden Transmissi-
ons-Elektronenmikroskopie werden die Strahlelektronen zur Bilderzeugung genutzt.
Schiefst man Elektronen durch eine diinne Probe, so verlieren die Elektronen einen
Teil ihrer kinetische Energie. Der Energieverlust der Elektronen resultiert aus der
Streuung an den Elektronen der Atombhiille, wobei der Energieverlust spezifisch fiir
die in der Probe enthaltenen Elemente ist. Dabei spricht man von inelastischer Streu-

ung. Neben der inelastischen Streuung findet auch elastische Streuung statt.

Bei der elastischen Streuung (Abbildung 1.1 links) handelt es sich um die di-
rekte Wechselwirkung zwischen Strahlelektron und dem Potential eines Atomkerns.
Das Potential des Atomes wird dabei durch die Hiillenelektronen abgeschirmt. Mit
zunehmendem Abstand r kommt es dabei zu einer Abnahme des Potentials und
dadurch zu einem vom Abstand abhéngigen Streuwinkel. Der Energieilibertrag des
Elektrons an das streuende Atom ist wegen des grofsen Massenunterschieds zwischen
Elektron und Atomkern vernachléssigbar klein. Die elastische Streuung ldsst anhand
der Streuwinkel und Streurichtungen - die man durch die Aufnahme von Beugungs-

bildern bestimmt - Riickschliisse auf die Struktur der Probe zu. Die Beugungsbilder
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung von elastischer und inelastischer Streuung des
Strahlelektrons an einem Phosphoratom.

enthalten Informationen iiber die mittleren Abstdnde zwischen den Atomen und
deren raumliche Verteilung. Bei der Aufnahme der Beugungsbilder wird eine grofse-
re Anzahl von Atomen mit dem Elektronenstrahl ausleuchtet. So erzeugen kristal-
line Proben aufgrund ihrer strukturierten Atomverteilung scharfe Beugungsspots.
Amorphe Proben, wie z. B. die meisten biologischen Proben, weisen hingegen un-
scharfe Beugungsringe auf, da keine Fernordnung besteht und somit unterschiedliche

Atomabstidnde und Orientierungen in das Beugungsmuster einfliefsen.

Bei der inelastischen Streuung (Abbildung 1.1 rechts) kommt es zu einem Energie-
ibertrag der Grofse AE = Ey — E;. Die Wechselwirkung findet dabei zwischen einem
Strahlelektron und einem Hiillenelektron der Probe statt, wobei das Strahlelektron
Energie an das Hiillenelektron iibertrégt. Die Wahrscheinlichkeit fiir die inelastische
Streuung ist dabei abhiingig von der Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang eines

Elektrons vom Grundzustand (E;) in einen freien Zustand oberhalb der Fermienergie



1.2 Elektronen-Energieverlustspektrum

(E). Mit der Analyse inelastisch gestreuter Elektronen lasst sich die Zustandsdichte
der unbesetzten Zustdnde untersuchen. Aufserdem kénnen die gebundenen Elektro-
nen aus dem Atom herausgeschlagen werden, wodurch ein Energieiibertrag moglich
ist, der die Bindungsenergie {ibersteigt. Neben den fiir ein Element spezifischen Ener-
gieverlusten gibt es dadurch noch ein unspezifisches Untergrundsignal.

Wird der nun unbesetzte Zustand wieder durch ein anderes Elektron aufgefiillt, so
kommt es zu einem Sekundéarprozess, z. B. der Emission von Rontgenstrahlung, oder
der Aussendung eines Augerelektron. Beide Effekte konnen - falls passende Detekto-
ren vorhanden sind - zusétzlich zur Analyse der Probe genutzt werden. In der ener-
giegelternden Transmissions-Elektronenmikroskopie wird jedoch der Energieverlust

des einfallenden Elektrons genutzt. Die Sekundérprozesse bleiben unberiicksichtigt.

1.2 Elektronen-Energieverlustspektrum

Abbildung 1.2 zeigt das Elektronen-Energieverlustspektrosktrum von C. glutami-
cum fiir niedrige Energieverluste. Aufgetragen ist eine zur Anzahl der Elektronen
proportionale Grofe (y-Achse), gegen den Energieverlust (x-Achse) den diese Elek-
tronen erlitten haben. Die grofte Intensitéat besitzt das Signal der Elektronen ohne
Energieverlust, dies ist der sogenannte Zero-Loss-Peak. Dieses Signal resultiert aus
nicht gestreuten Elektronen und auch elastisch gestreute Elektronen tragen zum Ze-
ro-Loss-Peak bei. Die Halbwertsbreite des Peaks ergibt sich, zumindest bei diinnen
Proben, aus der Energieauflosung des Mikroskops.

In der Abbildung ist ein weiterer Peak bei 22eV zu sehen. Im Bereich von eini-
gen 10 eV gibt es zwei unterschiedliche Prozesse, die zu einem Energieverlust fithren.
Zum einen sind das Plasmonanregungen bzw. Plasmonschwingungen. Dabei handelt
es sich um Dichteoszillationen im Elektronengas, die vom elektromagnetischen Feld
der die Probe passierenden Strahlelektronen ausgelost werden. Dieser Effekt tritt in
Metallen und Halbleitern auf, bei denen die Leitungselektronen ein Elektronengas
bildet. Der zweite Prozess ist die Anregung von gebundenen Valenzelektronen. Wer-
den diese kollektiv angeregt, dann spricht man auch bei diesem Prozess von einer

Plasmonanregung.
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Abbildung 1.2: EELS von C. glutamicum. Die schwarze, durchgezogene Linie zeigt das
nicht vergroferte Spektrum.
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Abbildung 1.3: EELS von C. glutamicum. Zu sehen sind jeweils die K-Kanten von Koh-
lenstoff (284 eV) und Sauerstoff (532¢€V).

Alle in einem Spektrum zu sehenden Strukturen, die bei hoheren Energiever-
lustpeaks auftreten, resultieren aus inelastischer Streuung an den Elektronen der
inneren Atombhiille (siche Abbildung 1.3). Die Elektronen werden aus einem stérker
gebundenen Zustand in einen schwécher gebundenen Zustand angeregt. Die dazu
notige Energie erhalten sie dabei vom Strahlelektron. Peaks treten dabei eher sel-
ten auf. Man spricht von Kanten, diese besitzen einen steilen Anstieg und fallen
wesentlich flacher wieder ab. Durch die Aufspaltung der Energieniveaus gibt es eine
Vielzahl von méglichen Ubergéingen. Die Ubergéinge besitzen dabei eine bestimmte
Ubergangswahrscheinlichkeit. Diese Wahrscheinlichkeitsverteilung zeigt sich in der
Struktur der Kanten. Beim Herausschlagen des Elektrons aus dem Atom kann das
herausgeschlagene Elektron beliebige Betrage von kinetischer Energie vom gestreu-
ten Elektron erhalten. Jede Kante erzeugt dadurch einen unspezifischen Untergrund.
Besitzt ein Element mehrere voll besetzte Energieniveaus, so lassen sich auch meh-
rere Kanten im Spektrum beobachten, deren Energieverlust sich deutlich unterschei-
det. Bei Phosphor beginnt z. B. die L-Kante bei einem Energieverlust von 132eV,
wahrend die K-Kante, aufgrund der hoheren Bindungsenergie der K-Schale, erst bei
2146 €V einsetzt. Die Bezeichnung der Kanten ist analog zu der Bezeichnung des

Energieniveaus, aus dem das angeregte Elektron stammt. Die K-Kante resultiert
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aus einer Anregung eines Elektrons aus der K-Schale, die L-Kante aus einer Anre-
gung aus der L-Schale usw.. Schwere Elemente wie Uran besitzen noch M-, N- und
O-Kanten. Wegen der Aufspaltung der Energieniveaus werden diese noch weiter un-
terteilt, z. B. in die N4- und Ns;-Kante bei Uran, die fast 50 eV auseinander liegen.

Wie im Spektrum (Abbildung 1.3) zu sehen ist, gibt es neben den lonisationskan-
ten auch noch einen, bei steigendem Energieverlust stetig abfallenden Untergrund.
Der Untergrund entsteht durch die Anregung von Elektronen in ungebundene Zu-
stdnde. Dabei besitzen sie anschlieffend unterschiedliche kinetische Energie, wodurch
ein kontinuierlicher Untergrund entsteht. Die Wahrscheinlichkeit eines bestimmten
Energieiibertrags sinkt mit steigender kinetischer Energie des herausgeschlagenen
Elektron. Da auch die Valenzelektronen zum Untergrund beitragen, setzt dieser
schon bei wenigen 10 eV ein und erstreckt sich iiber das gesamte Spektrum. Die Form
des Untergrundes lasst sich durch a - E~" anndhern, wobei F der Energieverlust ist.
Die Parameter a und r variieren dabei abhéngig von der Probendicke und dem Pro-
benmaterial. Abbildung 1.3 zeigt ein Spektrum mit den K-Kanten von Kohlenstoff
und Sauerstoff. Es ist deutlich zu sehen, dass neben dem vor dem Kohlenstoffpeak
vorhandenen Untergrund, durch die inelastische Streuung am Kohlenstoff, weiteres

Signal zum Untergrund hinzukommt.

1.3 Elementverteilungsbilder

Die in den Abbildungen 1.2 und 1.3 gezeigten Spektren geben den Energieverlust
in einem kleinen Bereich der Probe wieder. Durch die Filtereintrittsblende oder
die Ausmafe des Elektronenstrahls ist der Probenausschnitt beschrinkt. Das Spek-
trum resultiert somit aus einer Integration iiber den selektierten Probenbereich. Eine
Moglichkeit ein Elementverteilungsbild aufzunehmen, wére das Abrastern der Pro-
be mit einem fokussierten Strahl, um an jedem Punkt ein Spektrum aufzunehmen.
Bei dieser Methode, die man STEM (Scanning Transmission-Electron-Microscopy)
bezeichnet, nimmt man an einige hundert Bildpunkte jeweils ein Spektrum auf. Die
gesamte Aufnahmezeit steigt mit der Anzahl der Bildpunkte. STEM eignet sich be-

sonders gut um kleine Probenstellen mit einer hohen Ortsauflésung zu untersuchen.
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Eine Alternative ist die Erstellung der Elementverteilungsbilder durch die so-
genannte energiefilternde Transmissions-Elektronenmikroskopie (EFTEM). Aufge-
nommen werden Bilder, zu denen nur Elektronen aus einem festgelegten Energie-
verlustbereich beitragen. Dazu nutzt man eine Spaltblende in der energiedispersiven
Ebene des Energiefilters. Fiir die Elementverteilungsbilder werden Aufnahmen mit
unterschiedlichem Energieverlust gemacht. Die gesamte Aufnahmezeit steigt mit der
Anzahl der Energieverlustaufnahmen.

Als Ergebnis beider Methoden erhélt man einen sogenannten Datenwiirfel, der zwei
Dimensionen fiir die Ortsauflésung besitzt und in der dritten Dimension den Ener-
gieverlust enthélt. Das weitere Vorgehen ist fiir beide Methoden gleich. Man muss
den Untergrund im Energieverlustspektrum bestimmen und subtrahieren, um nur
noch ein elementspezifisches Signal zu erhalten. Im einfachsten Fall besitzt man nur
drei Messwerte fiir den Energieverlust. Zwei der Messwerte miissen dabei vor der
Ionisationskante liegen, der dritte Messwert liegt hinter dieser. Die Potenzfunktion
a- E~", durch die sich der Untergrund beschreiben lasst, kann man in einer doppelt

logarithmischen Darstellung als Gerade zeichnen
Inl(E)=In(a-E™")=—r-InE +Ina. (1.1)

Bei nur zwei Messwerten vor der Ionisationskante, lasst sich aus den beiden gegebe-
nen Punkten direkt die Gerade bestimmen. Dies ist in Abbildung 1.4 schematisch
dargestellt. Durch zwei Messwerte wurde eine Gerade gelegt. Der Abstand zwischen
der Gerade und dem dritten Messwert entspricht dem vom Untergrund korrigierten
Elementsignal. Nutzt man mehr als zwei Vorkantenbilder, so muss man eine Aus-
gleichsgerade bestimmen, z. B. mit der Methode der kleinsten Quadrate (method of
least squares). Mit steigender Anzahl von Energiekanélen wéchst der Aufwand fir
die Berechnung der Ausgleichsgeraden. Steigt die Anzahl an Datenpunkten in der
Ortsebene, so erhoht sich die Anzahl der Wiederholungen, da die Untergrundkor-
rektur fiir jeden Bildpixel durchgefiihrt werden muss.

Fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurde eine andere Methode zur
Bestimmung des Untergrundes verwendet. Dabei handelt es sich um die Metho-
de der maximalen Wahrscheinlichkeit (Maximum-Likelihood-Estimation). Wie die
Methode der kleinsten Quadrate, ist auch dies ein parametrisches Schétzverfahren.
Wiéhrend man bei der Methode der kleinsten Quadrate die Summe der Quadra-

13



Kapitel 1 Energiefilternde Transmissions-FElektronenmikroskopie

te der Abweichung durch Variation der Parameter minimiert, wird bei der Ma-
ximum-Likelihood-Estimation die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion bestimmt und
anschlieffend minimiert. Eine doppelt logarithmischer Darstellung der Potenzfunkti-
on wird dabei nicht benutzt. Eine genauere Beschreibung der Maximum-Likelihood-

Estimation finden Sie in Kapitel 5.3.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Untergrundkorrektur in doppelt logarithmi-
scher Darstellung.
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Kapitel 2

Technischer Aufbau

2.1 Das Transmission-Elektronenmikroskop

Fiir die Aufnahme von EEL-Spektren und energiegefilterten Bildern ist ein TEM
mit einem Energiefilter notig. Die beiden genutzten Gerite besitzen einen dhnlichen
Aufbau mit einem in der Mikroskopsédule eingebautem Energiefilter. Von oben be-
ginnend und sehr vereinfacht, besteht die Sdule aus dem Beleuchtungssystem, dem
Probenhalter, dem Energiefilter und abschieffend dem Leuchtschirm mit darunter
liegendem Kamerasystem. Zwischen diesen Bauteilen liegen noch diverse Linsen,
bzw. Linsensysteme. Der Aufbau des Zeiss EM 902, welches mit 80kV Beschleu-
nigungsspannung betrieben wird und einen Castaing-Henry-Filter besitzt, wird im
nachsten Abschnitt genauer beschrieben. Die Beschreibung beschrankt sich auf die
Bauteile, die fiir die Aufnahme von energiegefilterten Bildern wichtig sind. Einen
Teil der Elektronen-Energieverlustspektren wurde an einem Zeiss Libra 200 FE auf-
genommen. Welche Unterschiede es bei der Aufnahme der Spektren gibt, wird im

Anschluss an die Beschreibung des EM902 besprochen.
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2.2 Aufbau des Zeiss EM 902

In Abbildung 2.1 ist der schematische Aufbau des EM902 zu sehen. Dabei wurde auf
alle Bauteile verzichtet, die fiir die Aufnahme von energiegefilterten Bildern nicht von
Bedeutung sind. Bei der Kathode des Zeiss EM 902 handelt es sich um einen thermi-
schen Emitter aus Wolfram. Durch das Aufheizen der Kathode wird die kinetische
Energie der Elektronen erhoht, damit diese die Austrittsarbeit iiberwinden kénnen.
Durch die Potentialdifferenz zwischen Kathode und Anode werden die Elektronen
von der Kathode abgesaugt und beschleunigt. Die Elektronen besitzen anschliefiend
eine kinetische Energie von 80keV. Das Kondensorlinsensystem sorgt dafiir, dass
der Elektronenstrahl moglichst parallel ist, wenn er die Probe ausleuchtet. Dabei
begrenzt die Kondensorblende den Elektronenstrahl. Durch das Variieren der Lin-
senstrome lasst sich der Strahl aufweiten und zusammenziehen. Dadurch kann man
die Helligkeit, die proportional zur der Anzahl der Elektronen pro Fldcheneinheit
ist, anpassen.

Nachdem der Elektronenstrahl die Probe passiert hat, kann man die Elektronen in
nicht gestreute Elektronen, elastisch gestreute Elektronen und inelastisch gestreu-
te Elektronen unterteilen. Die elastisch gestreuten Elektronen, die um einem grofsen
Winkel abgelenkt wurden, lassen sich durch die Objektivblende, die sich in der ersten
Beugungsebene befindet, herausfiltern. Dies erhoht den Kontrast bei energiegefilter-
ten Aufnahmen, da die Abbildungseigenschaften des Energiefilters nur optimal sind
fiir Elektronen, die sich in einem kleinen Winkel um den unabgelenkten Strahl be-
finden. Wird die Blende, und damit auch der Winkel, zu klein gewéhlt, so fiihrt
das zu einer Begrenzung der Ortsauflosung. Bei den geringen Vergroferungen, bei
denen sdmtliche Aufnahmen gemacht wurden, hat das aber keine sichtbaren Auswir-
kungen. Mit der Filtereintrittsblende lasst sich der Bildausschnitt begrenzen. Wahlt
man die Blende so, dass zwar nicht der ganze Leuchtschirm, aber die CCD-Kamera
komplett ausgeleuchtet wird, so werden Abbildungsfehler durch den Energiefilter
weiter reduziert.

Der Castaing-Henry-Filter besteht aus einem magnetischen Prisma und einem elek-
trostatischen Spiegel. Das Prisma ist so konstruiert, das der einfallende Strahl um
90° abgelenkt wird und auf den Spiegel trifft. Der reflektierte Strahl wird erneut um
90° abgelenkt und befindet sich dann wieder in der optischen Achse. Dieser Strah-

lengang trifft jedoch nur fiir Elektronen zu, die keinen Energieverlust erlitten haben.
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Abbildung 2.1: Aufbau des EM902 mit den fiir EFTEM wichtigen Bauteilen.
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Alle weiteren Elektronen werden zusétzlich um einen kleinen Winkel, der propor-
tional zum Energieverlust der Elektronen ist, abgelenkt. Dadurch ergibt sich in der
Filteraustrittsebene in einer Achse eine Aufspaltung nach dem Energieverlust. Durch
das Einbringen einer Spaltblende ist es moglich, nur Elektronen mit einem bestimm-
ten Energieverlust passieren zu lassen. Soll der Energiefilter Elektronen mit einem
spezifischen Energieverlust optimal abbilden, so erhoht man die Beschleunigungs-
spannung um den Wert, der dem gewiinschten Energieverlust entspricht. Bei einer
Beschleunigungsspannung von 80,1 kV besitzen alle Elektronen mit einem Energie-
verlust von 100eV nach dem Durchlaufen der Probe eine Energie von 80keV und
werden somit optimal vom Filter abgebildet.

Auf einem fluoreszierenden Leuchtschirm kann man die vergroferte Abbildung der
Probe beobachten. Klappt man den Leuchtschirm hoch, so gelangt der Strahl zu
einer CCD-Kamera. Der Kamerachip registriert nicht direkt die einfallenden Elek-
tronen, sondern nur Photonen. Um diese zu erzeugen, befindet sich oberhalb des
Kamerachips ein Szintillator, der wie die Phosphorschicht des Leuchtschirms durch
Fluoreszenz Photonen erzeugt. Uber Lichtwellenleiter ist der Szintillator an den Ka-

merachip gekoppelt [Hii98|.

18
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2.3 EELS am Zeiss Libra 200 FE

EEL-Spektren konnen am Zeiss EM 902 nur seriell aufgenommen werden. Dazu
stellt man einen moglichst schmalen Spalt ein und misst dann fiir jeden Energie-
kanal den Elektronenstrom mit einem Faraday-Becher. Der Energieverlust wird in
0,5eV-, oder 1eV-Schritten variiert. Die Schrittweite ist dabei kleiner als die Ener-
gieauflosung des Mikroskops. Wegen des thermischen Emitters betragt die Ener-
gieauflosung 2 bis 3eV. Besonders die lange Aufnahmezeit, die aus der seriellen
Aufzeichnung resultiert, ist bei biologischen Proben ein Problem, da sich die Probe
durch Strahlenschéden verdndert. Die meisten Spektren wurden deshalb an einem
Zeiss Libra 200 FE aufgenommen, welches mit 200 keV Beschleunigungsspannung ar-
beitet. Die Energieauflosung betragt 0,7 eV. Da das Gerat eine Feldemissionskathode
besitzt, ist schon die Energiebreite des Elektronenstrahls geringer als beim EM902.
Die Spektren lassen sich direkt mit der CCD-Kamera aufnehmen, so dass man samt-
liche Energiekanéle in einem Energieverlustbereich von z. B. 126eV (abhéngig von
der Nachvergroferung) parallel aufnehmen kann. In x-Richtung erhélt man dann,
entsprechend der Pixelanzahl, fast 4096 Energiekanile und {iber die y-Richtung -
die noch Ortsinformationen enthélt und durch die Filtereintrittsblende beschrankt
ist - wird aufsummiert. Die Energiekanéle sind wesentlich schmaler als die Ener-
gieauflosung. Um die Aufnahmezeit zu verkiirzen, kann man jeweils 4x4 Pixel als
einen Messwert auslesen (Binning-Modus). Dadurch erhélt man 1024 Energiekanéle,

dreren Breite weiterhin geringer ist als die Energieauflosung.
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Kapitel 3

C. glutamicum AmcbR

Das Corynebacterium glutamicum AmcbR ist eine gentechnisch verdnderte Art des
Corynebacterium glutamicum. C. glutamicum ist ein schnell wachsendes Bodenbak-
terium, das beim Menschen keine Krankheiten auslost. Seinen Name erlangte das
1957 entdeckte Bakterium auf Grund seiner Glutaminsdureproduktion. Haufig wird
das C. glutamicum fiir die fermentative Produktion von Aminosduren und Vitami-
nen verwendet.

Beim C. glutamicum AmcbR wurde die mcbR-Gensequenz entfernt. Diese Gense-
quenz soll zur Regulierung des Schwefel-Stoffwechsels dienen und dabei insbesondere
Einfluss auf die Synthese der beiden schwefelhaltigen Aminoséduren Methionin und
Cystein haben. Durch deren Entfernung sollte es somit zu einer Uberproduktion die-
ser beiden Aminosduren kommen. Wie in der Veroffentlichung [KBH'08] beschrie-
ben, zeigte sich dieses Verhalten nicht. Statt dessen konnte man grofsere Kérnchen
mit hohem Phosphorgehalt entdecken, in denen sich Adenosintriphosphat (ATP)

ansammelte.
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Kapitel 3 C. glutamicum AmcbR

3.1 Probenpraperation

Um die Bakterien im TEM zu untersuchen ist es notwendig, diese in ein anderes Ma-
terial einzubetten. Bei den verwendeten Proben handelt es sich um das Harz Spurr.
Oft werden Bakterien mit schweren Elementen, wie z. B. Osmium, Blei, oder Uran
kontrastiert, um den Kontrast bei TEM Aufnahmen zu erhéhen. Da diese Elemen-
te jedoch O-Kanten bei Energieverlusten von weniger als 100eV besitzen, wiirde
dadurch die Bestimmung der Phosphor-Verteilung unnétig erschwert, wenn nicht
sogar ganz verhindert. Die Abbildungen 3.1, 3.2 und 3.3 zeigen die Energieverlust-
spektren der drei Kontrastmittel Uranylacetat, Osmiumoxid und Bleicitrat. Die in
einer Fliissigkeit gelosten Kontrastmittel wurden auf ein Kupfernetz getropft. Nach
dem Verdampfen des Losungsmittels konnten die Proben im Elektronenmikroskop
mit der EELS Methode untersucht werden. Der Energieverlust wurde so gewéhlt,
dass man die Auswirkungen der Kontrastmittel auf den Bereich vor der Phosphor
L, s-Kante sieht. Entscheidend fiir die Bestimmung des Untergrundes ist ein Bereich
von etwa 60eV vor der Phosphor L, s-Kante. Energieverluste, die aus Ubergéingen
zwischen gebundenen Zustédnden resultieren, diirfen somit nicht im Bereich von 70 eV
bis 130 eV liegen. Besonders beim Uranylacetat (Abb. 3.1) ist deutlich zu sehen, dass
dessen Oy 5-Kante in diesem Bereich liegt und auch mit der Phosphor L, 3-Kante bei
132¢€V iiberlappen wiirde. Osmium (Abb. 3.2) besitzt eine schwache O;-Kante bei
84 eV, die auch deutlich im Spektrum zu sehen ist. Hinzu kommt noch das Signal
der O, 3-Kante bei 45¢eV, die ihre Maxima bei ca. 50eV und 75eV besitzt. An der
schlecht durchfiihrbaren Untergrundkorrektur (hier wird die Untergrundberechnung
von Gatan Digital Micrograph™benutzt) in Abbildung 3.2 kann man dies erkennen.
Der Bereich, der fiir die Korrektor genutzt wurde, liegt am Anstieg zum zweiten Ma-
ximum der Oy 3-Kante, wodurch der berechnete Untergrund zu hoch ausfillt. Das
in Abbildung 3.3 gezeigte Spektrum von Bleicitrat weist keine deutlich sichtbare
Kante auf, jedoch benutze ich die Untergrundkorrektur so, dass die O, 3-Kante bei
86 eV zu erkennen ist. Bei dieser Aufnahme ist schwer abzuschétzen, wie stark die
Auswirkungen der O, s-Kante sind, die bei 19eV beginnt. Wahrscheinlich lésst sich
dadurch die Abweichung des Untergrundes vom Potenzgesetz erklaren, da die Inten-

sitat der Oy 5-Kante um ein Vielfaches hoher ist als die der O, 3-Kante.
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110
ev

Abbildung 3.1: EELS von Uranylacetat, aufgenommen am Zeiss EM902.

Abbildung 3.2: EELS von Osmiumoxid, aufgenommen am Zeiss EM902. Die gezeigte Un-
tergrundkorrektur soll die Abweichung vom Potenzgesetz verdeutlichen.
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Abbildung 3.3: EELS von Bleicitrat, aufgenommen am Zeiss EM902. Die gezeigte Unter-
grundkorrektur soll die Abweichung vom Potenzgesetz verdeutlichen.

Da schon anhand der Literaturangaben zu den betreffenden Elementen zu erken-
nen war, dass deren O-Kanten den zur Untergrundkorrektur benétigten Energiever-
lustbereich beeinflussen, wurde direkt auf eine Kontrastierung der Proben verzichtet.
Von den nicht kontrastierten, in Spurr eingebetteten Bakterien wurden 30 nm und
50nm diinnen Schnitte angefertigt und auf ein Probennetz mit einer Maschenweite
von 400 mesh bzw. 1000 mesh gelegt (mesh: Maschen pro Zoll). Das feinere Netz mit
1000 mesh hat den Vorteil, dass die Probe durch die gréfere Anzahl von Auflage-
flachen etwas stabiler ist und sich nicht so schnell bei Elektronenbeschuss verformt.
Leider verringert sich aber durch die hohere mesh-Zahl die Stabilitdt des Netzes.
Das Netz reifst so leichter, wenn man es aus dem Probenhalter des Zeiss EM902 ent-
fernt. Abbildung 3.4 zeigt ein Foto der Proben. Auf dem Netz mit 400 mesh sind drei
Probenschnitte zu sehen. An der Skala erkennt man den Durchmesser des Netzes

von 3 mm.
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Abbildung 3.4: Foto der Proben auf einem Netz mit 400 mesh.

3.2 Phosphor im C. glutamicum AmcbR

Ein Molekiil, das sich mit einem Phosphor Verteilungsbild lokalisieren léasst, ist das
schon erwihnte ATP. Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen [KBH™08§]
an C. glutamicum AmcbR sollten grofsere Kérnchen auffindbar sein, die ein erhohtes
Phosphor-Signal erzeugen. Neben dem Energietrager ATP gibt es noch die weniger
energiereichen Molekiile Adenosindiphosphat (ADP) und das Adenosinmonophos-
phat (AMP). Die drei Molekiile unterscheiden sich dabei durch den Phosphatrest
H POj3, welcher im Bakterium zur Synthese anderer Molekiile genutzt wird. So sind
die Nukleotide der Desoxyribonukleinsdure (DNS) aus einem Phosphatrest, dem
Zucker Desoxyribose und einer von vier organischen Basen Adenin, Thymin, Gua-
nin und Cytosin aufgebaut. Die DNS besitzt somit genau so viele Phosphoratome
wie Basen, beim C. glutamicum sind es bis zu 6 Millionen. Weitere Phosphortréger
sind die Molekiile Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und Nicotinamidadenindi-
nukleotidphosphat (NADP), die am Stoffwechsel der Bakterien beteiligt sind. Das
NAD besitzt zwei Phosphoratome und das NADP besitzt drei.
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Besonders die DNS sollte durch ihre grofse Anzahl von Phosphoratomen und ihrer
kompakten Anordnung gut in Phosphor-Verteilungsbildern zu erkennen sein. Ein
Problem stellt aber die geringe Schnittdicke der Proben dar. Liegt die DNS senk-
recht zum Schnitt, so ist in der Probe nur ein Querschnitt der DNS vorhanden.
Wenn die DNS parallel zum Schnitt liegt, so ist die Wahrscheinlichkeit gering, die
Ebene im Schnitt zu erhalten, in der auch die DNS liegt.
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Kapitel 4

Durchfihrung der Messungen

4.1 Energiegefilterte Aufnahmen

Die energiegefilterten Aufnahmen, die in dieser Arbeit besprochen werden, wurden
alle mit dem Zeiss EM902 bei einer Beschleunigungsspannung von 80keV aufge-
nommen. Die am Zeiss Libra 200 FE aufgenommen energiegefilterten Bilder wurden
nicht weiter beriicksichtigt, da bei diesem Mikroskop bei Energieverlusten unter
200 eV Storstrahlung auftritt. In Abbildung 4.1 ist zu sehen, dass die Storstrahlung,
in der Mitte des Bildes, ein hoheres Signal erzeugt. Bei der Storstrahlung handelt es
sich wahrscheinlich um Bremsstrahlung der nicht gestreuten Elektronen, die auf die
Spaltblende in der Filteraustrittsebene treffen. Bei hoher Helligkeit ist diese Stor-
strahlung nicht im Bild zu erkennen. Bei geringer Helligkeit, ist die Storstrahlung
jedoch deutlich zu sehen. Dies ist leider bei sdmtlichen Bildern der Fall, deren Ener-
gieverlust hinter der Phosphor Lj 3-Kante liegt. Bei einem Energieverlust von mehr
als 200 eV treffen die nicht gestreuten Elektronen die Spaltblende nicht mehr, da sie
vom Energiefilter starker abgelenkt werden.

Der Grund fiir die geringe Helligkeit dieser Bilder héngt mit der Steigung der Po-
tenzfunktion zusammen, durch die der Untergrund beschrieben wird. Bei geringen
Energieverlusten besitzt die Potenzfunktion eine hohe negative Steigung, die mit zu-
nehmenden Energieverlust abnimmt. Da die Phosphor Ls 3-Kante mit 132eV einen,
fiir die Aufnahme von Elementverteilungsbilder sehr geringen Energieverlust besitzt,
ist dort die Steigung des Untergrundes auch sehr grof. Das hat zur Folge, dass bei
gleicher Belichtungszeit die energiegefilterten Bilder grofe Unterschiede in der Hel-
ligkeit besitzen.
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Abbildung 4.1: Energiegefilterte Aufnahme bei 155V, aufgenommen am Libra 200 FE.

4.1.1 Beriicksichtigung der Kameraeigenschaften

Um den vollen Dynamikbereich der Kamera auszunutzen, wurden die ersten Auf-
nahmen beim geringsten Energieverlust gemacht, um mit dessen Hilfe die Belich-
tungszeit zu bestimmen. Die Kamera des EM902 besitzt einen Dynamikumfang von
14 Bit, das entspricht 16384 Graustufen. Die Belichtungszeit wurde so gewéahlt, dass
die hellsten Stellen im Bild nah an diesem Wert liegen, ihn aber gerade nicht errei-
chen. Die 14 Bit Dynamikumfang konnen leider nicht vollstéindig genutzt werden, da
temperaturbedingt ein Untergrundsignal aufgenommen wird. Auch bei einer Tem-
peratur von fast -30°C, auf die der Kamerachip gekiihlt wird, kommt es noch zu
einem Untergrundsignal mit einer Helligkeit zwischen 1045 bei 0,1 s und 2000 bei 60 s
Belichtungszeit. Dieses Signal wird automatisch von Gatan Digital Micrograph™,
das zur Aufnahme der Bilder benutzt wird, abgezogen. Dazu wird vor der eigent-
lichen Aufnahme ein Dunkelstrombild bei gleicher Belichtungszeit aufgenommen,
welches dann vom aufgenommenen Bild subtrahiert wird. Auferdem fiihrt Digital
Micrograph™mnoch eine weitere Korrektur durch. Bei gleichméRiger Ausleuchtung
des Kamerachips erhélt man nédmlich ein ungleichméfiges Signal. Neben dem Ka-
merachip selbst tragen auch die Phosphorschicht und die Glasfaserbiindel zwischen
Szintillator und Kamerachip dazu bei. Man nimmt deshalb ein sogenanntes Gainrefe-

renzbild auf, welches die Helligkeitsunterschiede ausgleichen soll. Aufgenommen wird
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dabei die Helligkeit bei gleichméfiger Ausleuchtung, die dann so umgerechnet wird,
dass jeder Pixel den Wert 'Helligkeit des Pixels/Mittelwert’ besitzt. Fiir die endgiil-
tige Korrektur wird vom aufgenommenen Bild das Dunkelstrombild subtrahiert und
anschliefsend wird durch das Gainreferenzbild geteilt. Da eine Multiplikation einfa-
cher durchzufiihren ist als eine Division, wird der Kehrwert des Gainreferenzbildes
gespeichert.

Letztendlich kommt man so auf eine maximale Helligkeit, die zwischen 13000 und
14000 liegt, abhéngig von der verwendeten Belichtungszeit. Die mittlere Helligkeit
des Bildes liegt dann bei 8000 bis 10000, da es einzelne Stellen in der Probe gibt,
die starker inelastisch streuen und dadurch heller sind. Diese Stellen geben dann die
maximal mogliche Belichtungszeit vor.

Wichtig wird diese Vorgehensweise, wenn man das Bild mit dem hdochsten Ener-
gieverlust betrachtet, das sich hinter der Phosphor L, 3-Kante befindet. Durch die
starke Steigung des Untergrundes nimmt die Helligkeit um einen Faktor zwischen 10
und 16 ab. Man kann so eine mittlere Helligkeit von 500 bis 1000 erreichen. Ziel ist
es, durch eine hohere Zahlrate einen geringeren relativen Fehler zu erhalten. Da die
Messwerte poissonverteilt sind, gilt fiir den relativen Fehler u, = \/LN Durch den
geringeren relativen Fehler verbessert sich das SRV und somit auch die Méglichkeit,

Phosphor nachzuweisen.

4.1.2 Unterschiedliche Belichtungszeiten der

energiegefiterten Bilder

Um den relativen Fehler der energiegefilterten Aufnahmen mit hohem Energiever-
lust zu verringern, wurden die entsprechenden Bilder mit langeren Belichtungszeiten
aufgenommen. Abbildung 4.2 zeigt, dass die Zahlrate linear mit der Belichtungszeit
ansteigt. Es ist moglich ein Bild, welches mit 8 Sekunden Belichtungszeit aufgenom-
men wurde, durch 2 zu dividieren, um ein Bild zu erhalten, welches einer Aufnah-
me mit 4 Sekunden Belichtungszeit entspricht. Bei der Auswertung der mit dieser
Methode aufgenommenen Bilder, konnte jedoch keine Verbesserung der Elementver-
teilungsbilder oder des SRV im Gegensatz zu den Aufnahmen festgestellt werden,
die alle mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen wurden. Durch die lénge-
re Belichtungszeit kommen auch storende Effekte hinzu: Die Probendrift, die mit

langerer Belichtungszeit grofer wird und die Strahlenbelastung, mit den daraus re-
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Abbildung 4.2: Die gleiche Probenstelle wurde mit unterschiedlichen Belichtungszeiten auf-
genommen. Die Zahlrate entspricht dem Mittelwert des jeweiligen Bildes.

sultierenden Schiden an der Probe. Bei einer Erhéhung der Belichtungszeit von 4
auf 8 Sekunden, wird die Probe nicht nur 4 Sekunden ldnger bestrahlt. Weil auch
ein neues Dunkelstrombild aufgenommen werden muss, steigt die Zeit, die die Probe
bestrahlt wird, um 12 Sekunden an. Da die Nachteile iiberwiegen, wurden alle Bilder

einer EFTEM-Serie immer mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen.

4.1.3 Probendrift

Mochte man, wie im Kapitel 4.1.1 beschrieben, den vollen Dynamikumfang des Ka-
merachips ausnutzen, so kann es durchaus moglich sein, dass man ein einzelnes Bild
30 Sekunden und auch langer belichten muss. Wahrend dieser Zeit kommt es zu
einer Verschiebung des Probenhalters. Im Gegensatz zu der Drift zwischen zwei Bil-
dern kann man die Drift innerhalb eines Bildes nicht einfach korrigieren. Theoretisch
ist dies zwar moglich, jedoch muss man dazu die Verschiebung exakt kennen, was
nicht der Fall ist. Als Resultat erhélt man ein unscharfes Bild, das weniger Details
erkennen lasst. Eine exakte Aussage iiber die Stiarke der Drift, oder iiber die ma-
ximale Belichtungszeit, bei der man noch gute Ergebnisse erhalt, ldsst sich leider
nicht treffen. Dazu schwankt die Drift des EM902 zu stark. Bei mehr als 30 Se-

kunden Belichtungszeit waren die Bilder meist nicht fiir eine weitere Verarbeitung
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Abbildung 4.3: Energiegefilterte Aufnahmen bei 155¢V. Zwischen den Aufnahmen liegen
ca. b Minuten. Die weifte Linie ist in beiden Bildern gleich lang.

geeignet. Bei Vergrofserungen von mehr als 10000-fach waren die Bilder auch schon
bei kiirzeren Belichtungszeiten sehr unscharf, da bei gleicher Drift in nm/s die mit

dem Kamerachip registrierte Drift (pixel/s) sich mit steigender Vergroferung erhoht.

Ein weiterer Effekt, die Verformung der Probe durch Strahlenschidden, hat dhnli-
che Auswirkungen wie die Drift. Besonders an Lochern, die in fast allen Bakterien
der Probe zu finden sind, tritt leicht eine Verformung auf. Abbildung 4.3 zeigt dies
am Beispiel von zwei Aufnahmen, die beide bei einem Energieverlust von 155eV
aufgenommen wurden. Oben links, in beiden Bildern, sieht man deutlich, dass sich
das Loch nach ca. 5 Minuten Bestrahlung weiter vergrofert hat. Auch an den beiden
Bakterien unten rechts, die nur halb zu sehen sind, erkennt man eine Verformung.
Um die Schéden zu reduzieren, kann man die Strahlstromstérke reduzieren. Dadurch
verringert sich die Wahrscheinlichkeit, dass ein Molekiil in kurzer Zeit von mehreren
Elektronen getroffen wird und es kann eine zerstorte Bindung, oder ein Loch eines
herausgeschlagenen Atoms schlieffen. Die Belichtungszeit ist durch die Drift der Pro-
be limitiert, aber gleichzeitig muss man die Strahlstromstérke so weit reduzieren,
dass es wiahrend der Aufnahmen zu keinen sichtbaren Schiden an der Probe kommt.
Insgesamt bleibt Strahlungsbelastung der Probe gleich, wenn man die Strahlstrom-

stiarke halbiert, dafiir aber die Belichtungszeit verdoppelt. Es verringert sich jedoch
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die Verformung der Probe. Es gilt einen Kompromiss zu finden, bei dem die Belich-
tungszeit moglichst kurz ist, aber die Probe sich noch nicht sichtbar verformt. Auf
die Phosphor-Verteilung werden die Strahlenschéden auch eine Auswirkung haben.
Ob diese das Ergebnis der Elementverteilungsbilder beeinflussen, oder ob man sie
vernachléssigen kann, darauf soll im Folgenden Abschnitt (4.1.4) und in Kapitel 6.2
genauer eingegangen werden.

An Abbildung 4.4 ldsst sich sehr gut erkennen, dass Spurr wesentlich resistenter
gegen Strahlenschéden ist als die Bakterien. Die Bakterien wurden durch die lan-
ge Bestrahlung vollstédndig zerstort, das Einbettmaterial ist aber weiterhin intakt.

Strahlungsresistenz sollte auch eine wichtige Eigenschaft des Einbettmaterials sein.

Abbildung 4.4: C. glutamicum, nachdem die Probe ca. 2 Stunden durchgehend mit Elek-
tronen bestrahlt wurde.

4.1.4 Reihenfolge der Bildaufnahme

Auch die Reihenfolge, in der die energiegefilterten Bilder aufgenommen werden, hat
einen Einfluss auf die Elementverteilungsbilder. Einerseits spielen die Strahlensché-
den eine Rolle, aber auch die Kamera wird unterschiedlich beansprucht.

Bei der Aufnahme der Bilder ist zuerst mit dem Bild, welches dem hochsten Ener-
gieverlust besitzt, begonnen worden. Mit absteigendem Energieverlust wurden dann

die weiteren Bilder aufgenommen. Anschliefsend wurde der Energieverlust wieder
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schrittweise erhoht und es wurden Bilder bei den gleichen Energieverlusten aufge-
nommen. Da zwei Bilder mit gleichem Energieverlust aufgenommen wurden, konnte
man mittlere Helligkeit und die Standardabweichung der Bilder mit dem selben
Energieverlust vergleichen. Aufféllig war dabei, dass die Helligkeit der Bilder, die
vom hohen zum niedrigen Energieverlust aufgenommen wurden, fast immer hoher
war. Bei der Standardabweichung verhélt es sich allerdings genau umgekehrt. Der
Grund fiir diese Beobachtung ist der Kamerachip des EM902. Wenn zuerst die Bilder
mit hoher Helligkeit aufgenommen werden, so flieken beim Auslesen hohere Stréme
im Kamerachip und erwarmen diesen. Das wirkt sich dann auf das néchste Bild aus,
das somit ein stirkeres thermisches Rauschen besitzt. Wird mit der Aufnahme der
Bilder bei hohem Energieverlust begonnen, so ist die Helligkeit gering und weniger
Strom fliefst beim Auslesen des Kamerachips. Aufserdem besitzt das néchste Bild
eine hohere Helligkeit und das thermische Rauschen hat so auch einen geringeren
Einfluss. Am Libra 200 FE konnte dies nicht beobachtet werden. Wie man es eigent-
lich erwartet, wies am Libra 200 FE das Bild mit der héheren Helligkeit auch die
hohere Standardabweichung auf. Der Kamerachip ist jedoch ein anderes Modell und
dieser wird nicht so stark gekiihlt (fast -30°C beim EM902), sondern bei konstant
25°C betrieben. Dadurch sind die Auswirkungen auf folgende Aufnahmen bei dem
moderneren Kamerachip des Libra nicht so grofs wie bei der Kamera des EM902.

Bei beiden Mikroskopen lésst sich beobachten, dass die Helligkeit bei den Bildern
abnimmt, welche spéter aufgenommen wurden. Diese Verringerung der Helligkeit,
héngt mit Strahlenschéden an der Probe zusammen. In [Koo04, S. 37ff] ist detailliert
beschrieben, wie sich die unterschiedlichen Aufnahmereihenfolgen auf die Element-
verteilungsbilder auswirken. So erhélt man das geringste Elementsignal, wenn erst
die Vorkantenfenster von hohem zu niedrigem Energieverlust aufgenommen werden
und anschliefend das Aufkantenbild. Beginnt man jedoch mit dem Aufkantenbild
und nimmt die Vorkantenbilder, beginnend mit dem hochsten Energieverlust, an-
schliefend auf, so erhdlt man das héchste Elementsignal. Entscheidend ist bei dieser
Uberlegung, dass der Massenverlust Anfangs am stéirksten ist und mit der Zeit sich
abschwécht. Dadurch kommt es zu einem grofen Unterschied bei dem Elementsi-
gnal der beiden Aufnahmereihenfolgen. Nimmt man das Aufkantenbild zuerst auf,
so liberschétzt man das Signal. Wenn das Aufkantenbild zuletzt aufgenommen wird,
dann unterschétzt man das Elementsignal. In Kapitel 6.2 sollen die Auswirkungen

an einem Beispiel gezeigt werden. Anzumerken ist hier schon ,dass die Probenstelle
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schon vor der Aufnahme der eigentlichen energiegefilterten Bilder bestrahlt wur-
de. Die maximale mogliche Belichtungszeit wurde immer an der zu untersuchenden
Probenstelle bestimmt, um auch den Dynamikumfang des Kamerachips ganz aus-
zunutzen. Dadurch fallt der Unterschied zwischen den Aufnahmereihenfolgen etwas

geringer aus.

4.2 Aufnahme von Elektronen-

Energieverlustspektren

Die ersten Spektren, wozu auch die der Kontrastmittel (siehe Kapitel 3.1) geho-
ren, wurden noch am EM902 aufgenommen. Um die genaue Position der Phosphor
Ly 3-Kante herauszufinden (sieche Kapitel 6.1), wurden weitere Spektren mit dem
EM902 aufgezeichnet. Gerade Spektren bei geringem Energieverlust bereiten dem
Spektrometer des EM902 aber Probleme. Aufgrund des starken Abfallen des Signals
mit steigendem Energieverlust erreicht man Zahlraten, die so gering sind, dass der
Dunkelstrom des Detektors mehr als 50% davon ausmacht. Das schwache Signal des
Phosphors ist dann in dem Rauschen nicht mehr zu erkennen.

Am Libra 200 FE gibt es solche Schwierigkeiten nicht. Hier entspricht der Bereich, in
dem die Zahlrate liegen darf, dem Dynamikumfang der Kamera. Dieser liegt bei 16
Bit, was 65536 Graustufen entspricht. Ein Faktor 20 zwischen der niedrigsten und der
héchsten Zahlrate stellt so kein Problem dar. Wie man spéter in der Auswertung
(Kapitel 6.3) sieht, kann man die einzelnen Maxima der L-Kanten von Phosphor
und Silizium sehr gut auflésen. Dazu bedarf es nicht einmal einer besonderen Vorge-
hensweise, eine gute vorherige Justage der Blenden und des Fokus liefert gute und
reproduzierbare Ergebnisse. Bei der Aufnahme eines Spektrums wurde eine grofie
Anzahl von Spektren aufaddiert. Eine entsprechende Funktion dazu ist bereits in

hTM

Gatan Digital Micrograph” “enthalten.
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EFTEM-Plug-in fir ImagelJ

Zur Berechnung der Elementverteilungsbilder wurde in der Programmiersprache Ja-
va ein Programm geschrieben, welches die nétigen Berechnungen ausfiihrt. Dieses
ist als ein Plug-in fiir die OpenSource Bildbearbeitungssoftware ImagelJ realisiert.
Dadurch konnte auf die in ImageJ schon vorhandenen Funktionen zuriickgreifen wer-
den. Das Offnen und Speichern der Bilder, sowie das Anzeigen auf dem Bildschirm
wird durch ImagelJ erledigt, so dass diese Funktionen nicht selbst programmieren
werden mussten. Ziel des Plug-ins ist eine einfache Bedienung {iber eine grafische
Benutzeroberflaiche. Auferdem sollen die Berechnungen auch aktuelle Prozessoren
mit mehreren Kernen ausnutzen. Um etwas iiber die Qualitit der berechneten Ele-
mentverteilungsbilder aussagen zu konnen, gibt es diverse Diagnosefunktionen die
implementiert worden sind. Auch eine einfach zu bedienende Driftkorrektur ist Be-

standteil des Plug-ins.

5.1 Imagel

ImagelJ ist eine in Java geschriebene Bildbearbeitungssoftware, die ohne Anpassun-
gen auf allen géngigen Betriebssystemen ausgefiihrt werden kann. Der Quelltext der
Software ist frei verfiighar und darf auch beliebig abgedndert werden. Die Software
wird von Mitarbeitern der National Institutes of Health, einer Behorde des United
States Department of Health and Human Services, entwickelt und zielt vom Funk-
tionsumfang auf medizinische, sowie andere naturwissenschaftliche Anwendungen
ab. Hunderte von verfiigharen Plug-ins dienen zur Erweiterung des Funktionsum-

fangs und auch das Schreiben eigener Plug-ins wird durch im Internet verfiigbare
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Abbildung 5.1: ImageJ nach der Benutzung der Driftkorrektur. Zu sehen sind zwei Stacks
bestehend aus jeweils 10 Bildern.
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5.1 ImageJ

Anleitungen erleichtert. Aufserdem besitzt ImageJ eine eigene Skriptsprache, die es
ermoglicht, Arbeitsabldufe zu automatisieren. Von dieser Funktion wurde jedoch
noch kein Gebrauch gemacht.

Interessant ist ImageJ gerade deshalb, weil es fast alle verbreiteten Bilddateien
Offnen kann. Dazu gehort auch die Formate dm2 und dm3, welche Gatan Digital
Micrograph™benutzt. Die am Zeiss Libra 200 FE aufgenommenen Bilder sind im
dm3-Format gespeichert und kénnen direkt mit ImageJ geoffnet werden. Das noti-
ge Plug-in ist schon enthalten. Um die Bilder des Zeiss EM 902 zu 6ffnen, welche
im dm2-Format vorliegen, benotigt man noch ein zusétzliches Plug-in. Neben dem
Offnen und Speichern der Bilder, ist ImageJ auch dafiir genutzt worden die Bilder an-
zuzeigen. Da die Bilder mehr als 256 Graustufen besitzen, die ein Computermonitor
darstellen kann, bietet ImageJ die Md6glichkeit, den angezeigten Helligkeitsbereich
festzulegen. Dabei wird nicht das Bild selbst verédndert, sondern nur die Darstellung.
Auferdem wird die Moglichkeit genutzt, mit der Maus einen rechteckigen Bereiche
des Bildes zu markieren, eine sogenannte ,ROI“ (region of interest). Es ist dann
moglich, im Plug-in, die Koordinaten der oberen linken Ecke und die Seitenldn-
gen abzufragen. Dadurch lasst sich der zur Driftkorrektur benutzte Bereich auf das
gewahlte Rechteck einschrinken. Anstelle der Eingabe von Koordinaten in Einga-
befelder oder eine Konfigurationsdatei wird direkt mit der grafischen Oberfliche

gearbeitet.
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5.2 Hilfsfunktion des EFTEM-Plug-ins

Das Programm dient hauptséchlich dem Zweck, aus einer Reihe von energiegefil-
terten Aufnahmen, Elementverteilungsbilder zu berechnen. Daneben gibt es jedoch
noch die Moglichkeit, die Drift der Bilder zueinander zu korrigieren. Dies ist in den
meisten Fallen n6tig, um optimale Elementverteilungsbilder zu erhalten. Hinzu kom-
men noch Funktionen um einen Datenwiirfel zu erstellen und diesen zu verwalten.
Die am Elektronenmikroskop gemachten Aufnahmen liegen zu Beginn als Einzelbil-
der vor. Nach dem Offnen dieser mit ImageJ reicht ein Knopfdruck aus, um daraus
einen Stack zu erstellen, der dem Datenwtirfel mit dem Energieverlust als z-Koor-
dinate entspricht. Der Energieverlust wird dabei direkt aus den Bezeichnungen der
Bilder ausgelesen. Man kann aber auch noch nachtrédglich den Energieverlust einge-

ben und dndern, die Bezeichnungen der Bilder werden dann entsprechend angepasst.

5.2.1 Driftkorrektur mittels gewichteter Kreuzkorrelation

Fiir die Driftkorrektur der Bilder lédsst sich gut die Kreuzkorrelation benutzen. Ver-
gleicht man einen Referenzbild (Koordinaten i,j) mit einem Zielbild (Koordinaten
r,s), so erhdlt man fiir jede Position des Referenzbildes im Zielbild den Korrelati-

onskoeffizienten

C(r,s)= Y I(r+is+j)- R(i,j). (5.1)

(1,7)ER

Die Kreuzkorrelation kann man auch als eine Multiplikation im Fourierraum
durchfiihren, wodurch die Berechnung schneller geht. Da die energiegefilteren Bil-
der jedoch mit steigendem Energieverlust an Helligkeit verlieren, ist die normierte
Kreuzkorrelation besser geeignet. Beim Vergleich wird dabei die Abweichung vom
Mittelwert des betrachteten Bildausschnittes benutzt. So liegt der Korrelationskoef-
fizient immer zwischen 0 und 1 und ist ein standardisiertes Maf fiir die Ubereinstim-
mung der beiden Bildausschnitte. Der sogenannte lokale Kreuzkorrelationskoeffizient

ergibt sich durch
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(.Z):R([(r—i-z'.s—i-ij(i,j))—K~[(7",3)-R

Cp(r,s) =
S (I(r+is+4) - K- (I(r,9)°| -or

(3,7)ER

K ist dabei die Anzahl der Pixel im untersuchten Bildabschnitt. R ist der Mit-
telwert des Referenzbildes und I(r,s) ist der Mittelwert des Bildausschnittes, der
gerade mit dem Referenzbild verglichen wird. op ist die Varianz des Referenzbildes

und wird berechnet durch:

on= > (R(,j)-K-R" (5.3)
(i,J)ER

Da die normierte Kreuzkorrelation wesentlich komplexer ist, lasst sie sich nicht

mehr im Fourrierraum berechnen, sondern man muss Gleichung (5.2) direkt im-
plementieren. Die grundlegende Implementierung stammt aus [BB06, S. 420ff] und
wurde an die abweichende Ausgangssituation angepasst. So miissen mehr als zwei
Bilder miteinander verglichen werden und auferdem kann man den Bildbereich, der
verglichen werden soll, mit der Maus markieren. Hinzu kommt noch die Anpassung
der Kreuzkorrelation, so dass sie auch mehrere Prozessorkerne nutzt. Der in [BB06,
S. 420ff] gegebene Programmcode macht deshalb nur einen kleinen Teil der in dem
Programm enthaltenen Driftkorrektur aus.
Ein weiteres Problem bereitet der Helligkeitsunterschied der Bilder beim Bewerten
des Ergebnisses der Driftkorrektur. Alle Bilder eines Stacks werden mit dem glei-
chen Helligkeitsbereich auf dem Monitor dargestellt. Wird ein Bild optimal angezeigt
und man wechselt zum néchsten, so ist dieses zu hell oder zu dunkel. Dadurch hat
man Schwierigkeiten, zu entscheiden, ob man mit dem Ergebnis der Driftkorrektur
zufrieden sein kann. Um die Beurteilung zu erleichtern, wird nicht nur der driftkor-
rigierte Stack angezeigt, sondern zusétzlich ein weiterer Stack, bei dem alle Bilder
auf den gleichen Mittelwert normiert sind. Dadurch bleibt beim Wechseln zwischen
den Bildern die Helligkeit gleich und es ist wesentlich einfacher zu sehen, ob die
Driftkorrektur gut funktioniert hat.
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5.3 Methode der maximalen Ahnlichkeit

Um die Potenzfunktion zu bestimmen, die den Untergrund des EEL-Spektrums be-
schreibt, wird meist die Methode der kleinsten Quadrate genutzt. Oft nutzt man
dabei zusétzlich aus, dass Potenzfunktionen in doppelt logarithmischer Darstellung
Geraden sind. Die Methode der kleinsten Quadrate dient dann dazu, eine Aus-
gleichsgerade zu den Messwerten zu bestimmen, die eine moglichst geringe Abwei-
chung von den Messwerten besitzt. Aus der Steigung und dem y-Achsenabschnitt
der Geraden lassen sich die Parameter a und r der Potenzfunktion (u(E) = aE™")
bestimmen. Die Methode der kleinsten Quadrate gehort damit zu den parametri-
schen Schétzverfahren. Meist werden die Fehlerquadrate noch gewichtet, um den
geringeren relativen Fehler von Messwerten mit hoher Zahlrate zu berticksichtigen.
Als Alternative zur Methode der kleinsten Quadrate bietet sich die Methode der ma-
ximalen Ahnlichkeit an, im Folgenden meist mit MLE (Maximum Likelihood Esti-
mation) abgekiirzt. Auch die MLE ist ein parametrisches Schéatzverfahren. Dabei
wird eine Wahrscheinlichkeitsfunktion bestimmt, die von den Parametern der Po-
tenzfunktion abhéngt. Diese Wahrscheinlichkeitsfunktion wird als das Produkt der
Wahrscheinlichkeitsfunktionen eines jeden Messwert ausgedriickt. Dabei handelt es

sich um Poissonverteilungen

. n ef}\i . )\Zcz
p(@) =11 Q0 (5-4)

i=1 v

¢; ist eine natiirliche Zahl, deren Wahrscheinlichkeit bestimmt wird. In diesem
Fall handelt es sich um eine Zéhlrate und die Funktion driickt die Wahrscheinlichkeit
aus, diese zu messen. \;(a, r); entspricht dem Erwartungswert der Poissonverteilung.
Um jetzt die Potenzfunktion zu bestimmen, die am meisten Ahnlichkeit zu den
Messwerten hat, gibt man jedoch die Zéhlrate als festen Wert vor und variiert den
Erwartungswert.
Gleichung (5.4) lésst sich durch Logarithmieren in eine Summe iiberfithren, was auf

die Position der Maxima keinen Einfluss hat. So wird aus dem Produkt die Summe
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n

L(Cla,r) =1n(p(Cla,r)) = Z [c; - In(A;i(a, 7)) — Ni(a,r) — In(¢)] (5.5)
mit A, = \(a,r) =aE". (5.6)

In diese Funktion wird nun Gleichung (5.6) eingesetzt:

L(c|a,r) = Z [ci-In(a) — ¢; -7 - In(E;) — aB; " — In(c;!)] . (5.7)

i=1

Nun gilt es, das Maximum der logarithmierten Likelihood-Funktion zu finden.
Vorher sollten jedoch zwei Substitutionen durchgefiihrt werden. Diese sind o = In(a)

und z; = In(F;). Daraus folgt fiir die Potenzfunktion

A = o (58)

Und aus Gleichung (5.7) wird

n

L(Cla,r) = Z [cl- o —cprex; — e ln(ci!)} ) (5.9)

i=1

Die Ableitungen nach o und r sehen wie folgt aus:

IL(Cla,r) - —

s ; [ei —e*™] =0, (5.10)
SL(Elar) < &

Sr = ; [—xici + x;e 1] = ; -2, - [Ci —e zj| = 0. (511)

Nach dem Umstellen von Gleichung (5.10) nach « erhélt man
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a= (Zzejcm) . (5.12)

Durch Umstellen von Gleichung (5.11) in Gleichung (5.13) und dem Einsetzen

von « erhélt man mit (5.15) eine Gleichung, die sich numerisch 16sen lésst.

e Z xie T — Z x;c; =0 (5.13)

- S Y - Y=o .18
N doxeT" B > oxic

> e oo

— 0. (5.15)

Um aus dieser Gleichung r zu bestimmen, bietet sich das Newton-Verfahren an.
Die Vorraussetzung - stetige Differenzierbarkeit - ist wegen den Exponentialfunk-
tionen gegeben. Mit dem Newton-Verfahren lédsst sich die Nullstelle einer Funkti-
on naherungsweise bestimmen. Dabei wihlt man einen Wert von r, von dem man
glaubt, dass dieser nah an der Nullstelle liegt und bestimmt an dieser Stelle die
Tangente. Anschliefend berechnet man die Nullstelle der Tangente, wodurch man

eine verbesserte Naherung der gesuchten Nullstelle erhalt

t(rus1) = f(ra) + f/(ra) (Tnsr —12) =0 (5.16)
_ f(ra)
f(ra)

(5.17)

= Tnt1 = Tn

Anschlieftend wird die Iteration (5.17) so oft wiederholt, bis |r,,41 — ;| einen vor-
her definierten Grenzwert unterschreitet.
Implementiert wurde diese Iteration als eine do-while-Schleife. Der erste Durchlauf
wird somit immer durchgefiihrt; vor jedem weiteren Durchlauf wird iiberpriift ob
741 — 7| schon kleiner als der vorgegebene Grenzwert ist. Alle weiteren Teile der
Berechnung sind direkt in den Programmecode iiberfiihrt worden, dies gilt auch fiir

die Ableitung f’(r,), die vorher analytisch berechnet wurde.
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Auch diese Berechnung wird automatisch auf alle verfiigharen Prozessorkerne ver-
teilt. Bei einem Computer mit 4 Kernen verringert sich die Rechenzeit deutlich. Auch
zukiinftige Prozessoren konnen von der Parallelisierung profitieren, da die maxima-
le Anzahl von unterstiitzten Prozessorkernen der Anzahl der Bildzeilen entspricht.
Es ist deshalb moglich mehrere Berechnungen parallel auszufiihren, da der Unter-
grund fiir jeden Pixel einzeln bestimmt werden muss. In die einzelne Berechnung
selbst fliefit keine Anpassung ein, um diese parallelisiert ausfiihren zu kénnen. Ein

Spektrum wiirde somit nicht von der Parallelisierung profitieren.

5.3.1 Berechnung des Signal-zu-Rausch Verhiltnisses

Um die Qualitdt der Elementverteilungsbilder zu beurteilen spielt das Signal-zu-
Rausch Verhéltnis (SRV) eine entscheidende Rolle. Dabei bezieht man sich haufig
auf das Rose-Kriterium, welches besagt, dass man Objekte sicher in einem verrausch-
ten Bild erkennt, wenn das SRV grofier als 5 ist. Bei einem SRV kleiner als 5 ist es
moglich, ein chemisches Element nachzuweisen, wenn man von dessen Existenz in

der Probe weikRs.

Um das SRV konkret zu berechnen gilt

SRV =

I (Elementsignal) ' (5.18)

Vvar{Ip} + var{Iy} Rauschen

Das Rauschen setzt sich dabei aus zwei Grofen zusammen: Dem Rauschen des
gemessenen Zahlrate des Fensters hinter der Kante (/p) und der Varianz des be-
rechneten Untergrundes (Iy7). Da es sich um eine Poisson-Verteilung handelt, ist die
Varianz von Ip gleich der gemessenen Zahlrate (var{/p} = Ip). Die Varianz der

Berechnung des Untergrundes (var{I;} = 0?) lisst sich bestimmen durch

o? (%)2 var(a) + (%{f)z var(r) + (%) @if) covar(a, 1) (5.19)

2(a—rzp) | my; - V&I‘(T)

(5.20)

= ?@7reP) iy, - var(r) 4+ 2% @) L var(r) — zpe
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mit

1
B Z )\i(xi - m/\l)2
= Z)\i .

Diese Gleichungen fiir die Varianz und die Kovarianz stammen aus dem Artikel
[UEPES7, S. 250], der sich mit den Vorteilen der MLE beschéftigt. Dort wird au-
fserdem gezeigt, dass die MLE das beste mogliche SRV liefert.

Gleichung (5.20) ist schon so umgeformt, wie sie fiir die Berechnung in dem Pro-

var(r) und (5.21)

Mk (5.22)

gramm benutzt wird. Da drei Teile der Gleichung mehrfach vorkommen, wurden

diese als eigene Funktionen implementiert, die dann mehrfach aufgerufen werden.

Das SRV wird zwei Grofsen beeinflusst, der Sensitivitdat des Szintillators und der
DQE (Detection Quantum Efficiency) des Kamerachips. Der Szintillator der EM902
besitzt eine Sensitivitéat von 1 [Hii98, S. 25|, jedes Elektron erzeugt somit ein Pho-
ton. Die Sensitivitat muss deshalb nicht zusétzlich beriicksichtigt werden. Die DQE
beschreibt den Einfluss des Detektors, beim EM902 ein CCD-Chip, auf das SRV.
Im Idealfall, wenn die Detektion ohne das Aufaddieren von zusétzlichem Rauschen
erfolgt, ist die DQE 1

SRV?
DQE = —°2 < 1. 5.23
Die DQE ist ein experimentell bestimmbarer Parameter. Mehrere Methoden, um
die DQE zu bestimmen, sind in [Hii98| beschrieben. Berticksichtigt man die DQE in

der Gleichung zur Bestimmung des SRV, so erhalt man

I Elementsignal)
SRV =+/DQE - _— . 5.24
© Vvar{lp} + var{Iy} ( Rauschen (5.24)

In dem Plug-in kann die DQE als Parameter fiir die Berechnung des SRV an-
gegeben werden, eine nachtrégliche Korrektur des SRV ist dadurch nicht nétig. Ist
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die Sensitivitdt des Szintillators nicht gleich 1, so muss dies vor der Berechnung des
Elementverteilungsbildes beriicksichtigt werden. Kennt man die Sensitivitiat, dann
kann man die Zéhlrate durch die Sensitivitit teilen und erhélt eine zu der Anzahl

der Elektronen aquivalente Zahlrate.

5.4 Die Benutzeroberflache

|Z:| Elemental-Map-plugin E] [

Stack wechseln Stack

Die gedffneten Bilder zu einem Stack zusammenfiigen Stack erstellen
Energieverluste des gewahlten Stack dandern Stack-Setup

Driftkorrektur am aktuellen Stack durchfithren Driftkorrektur
Elemental-Map zum gewahiten Stack berechnen Elemental-Map

[ | Einen Thread weniger nutzen

Abbildung 5.2: Das Hauptfenster des ImageJ Plug-ins.

In Abbildung 5.2 ist das Hauptfenster des Plug-ins zu sehen. Da ImageJ mehrere
Bilder oder Stacks gleichzeitig gedffnet haben kann, wird angezeigt, welcher Stack
von dem Programm genutzt werden soll. Die Auswahl lasst sich iiber den daneben
liegenden Knopf éndern. Uber Stack-Setup gelangt man in ein Fenster, dass die Na-
men der einzelnen Bilder anzeigt und den zugehorigen Energieverlust, falls dieser
im Namen vermerkt ist. Dabei wird zuerst nach einem Ausdruck gesucht, der die
Form hat "[zeV]", wobei z eine Zahl zwischen 0 und 9999 sein kann. Die eckigen
Klammern diirfen auch weggelassen werden. Der Energieverlust lasst sich &ndern,
oder falls keiner angegeben ist, kann man ihn festlegen. Der Name des Bildes wird
automatisch angepasst, bzw. um den Energieverlust erganzt.

Mochte man die Driftkorrektur starten, so muss vorher ein Bildbereich markiert
worden sein, der fiir die Bestimmung der Drift genutzt werden soll. Hat man dies

nicht gemacht, so wird man darauf hingewiesen. In dem sich 6ffnenden Fenster lasst
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sich auswéhlen, welches der Bilder als Referenz dienen soll. Anfangs ist immer das
erste Bild das Stacks eingestellt. Auferdem legt man fest, wie groft die maximale
Verschiebung sein soll, fiir die Korrelationskoeffizienten berechnet werden. Bis zu
diesem Wert werden die Bilder gegeneinander verschoben, wobei fiir jede Verschie-
bung der Korrelationskoeffizient berechnet wird. Anschliefsend wird bestimmt, fiir
welche Verschiebung der Korrelationskoeffizient maximal war, und die Bilder werden
um diesen Wert zueinander verschoben. In einer zukiinftigen Version des Programms
soll es um eine Funktion ergénzt werden, die auf die Eingabe der maximalen Ver-
schiebung verzichtet. Statt dessen wird die Verschiebung schrittweise erhéht, bis der
maximale Korrelationskoeffizient gefunden wurde. Dabei wird ausgenutzt, dass das
aus den Korrelationskoeffizienten erstellte Bild nur ein Maximum besitzt. Dies trifft
zumindest in den bisher untersuchten Bildern zu. Nimmt der Korrelationskoeffizi-
ent mit steigender Verschiebung wieder ab, so kann die Berechnung abgebrochen

werden.

Elemental-Map

Stack-Setup

Beginn des Elementsignals: ?EIIZ||
Elementverteilungshild anzeigen

Abweichung der Vorkantenbilder anzeigen (in %)
Berechneter Untergrund des Signalbildes anzeigen
Signal-zu-Rauschen des Elementverteilungshildes anzeigen

Parameter der Potenzfunktion anzeigen (a, r)

DQE festlegen: 0.a7

Genauigkeit bei der Bestimmung von r: 1.0E-12

Unterer Grenzwert fur r: 2
‘ Ok | ‘ Abbrechen

Abbildung 5.3: Die Einstellungsmoglichkeiten fiir die Berechnung der Elementverteilungs-
bilder.

Abbildung 5.3 zeigt das Fenster zum Konfigurieren des Programmteils, der fiir die
Berechnung der Elementverteilungsbilder zusténdig ist. Der oberste Knopf ermog-
licht den Zugriff auf das Fenster zum Editieren der Energieverluste. Das folgende
Eingabefeld legt fest, bei welchem Energieverlust die lonisationskante des zu unter-

suchenden Elements beginnt. Alle Bilder, die mit einem niedrigeren Energieverlust
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aufgenommen wurden, werden als Vorkantenbilder fiir die Bestimmung des Unter-
grundes benutzt. Thre Anzahl ist egal, so lange es zwei oder mehr sind. Entsprechend
wird fiir alle Bilder, die bei einem Energieverlust oberhalb des eingestellten Wertes
aufgenommen wurden, ein Elementverteilungsbild berechnet. Auch hier ist die An-
zahl egal.

Die fiinf Auswahlkésten legen fest, welche Bilder am Ende angezeigt werden sollen.
Die Abweichung der Vorkantenbilder gibt einem Informationen dariiber, wie gut die
Untergrundberechnung funktioniert hat, bzw. wie gut der Untergrund sich durch
eine Potenzfunktion darstellen léasst. Jeder Pixel der Vorkantenbilder wird dabei mit
dem berechneten Untergrund verglichen und die Abweichung in % bestimmt. So
wird fiir jedes Vorkantenbild auch ein Bild mit den Abweichungen angezeigt.
Auflerdem kann man sich den Untergrund der Signalbilder anzeigen lassen. Das ist
sinnvoll um festzustellen, ob es durch die Verformung der Probe zu Fehlern bei der
Untergrundberechnung gekommen ist. In dem Untergrundbild sind diese Fehler we-
sentlich besser zu erkennen als in dem starker verrauschten Elementverteilungsbild.
Die Parameter a und r kann man sich zur Kontrolle ausgeben lassen. Ich habe diese
Funktion bei der Entwicklung des Programms benétigt und anschliefend beibehal-
ten.

Neben diesen Bildern wird noch ein Fehlerbild erstellt und angezeigt. Dies lasst sich
nicht deaktivieren, da es wichtige Informationen iiber Fehler bei der Berechnung
enthélt. Es gibt vier Arten von Fehlern, die wiahrend der Berechnung protokolliert
werden. Ein Fehler wird gemeldet, wenn das Newton-Verfahren nicht konvergiert.
Fiir den zugehorigen Pixel kann in diesem Fall kein Untergrund berechnet werden.
Verlasst eine Zahl ihren moglichen Wertebereich, so wird ebenfalls ein Fehler ge-
meldet. Java verhindert hier zwar, dass mit einer ungiiltigen Zahl weiter gerechnet
wird und setzt die Zahl auf NaN (Not a Number), das Elementverteilungsbild muss
aber in diesen Pixel auf 0 gesetzt werden. Fiir den néchsten Fehler mochte ich kurz
auf das Eingabefeld ,,Unterer Grenzwert fiir 7:“ eingehen. Damit wird eine minimale
Steigung des Untergrundes festgelegt, was als Filter wirkt. Ich habe mich fiir 2 als
Standardwert entschieden, da dies der minimale Wert fiir r ist, wenn der Unter-
grund nur durch die Anregung von Valenzelektronen und Plasmonenschwingungen
erzeugt wird. Ein Fehler wird dabei protokolliert, wenn das berechnete r unterhalb
des Grenzwertes liegt und damit wird der Pixel in den Elementverteilungsbildern auf

0 gesetzt. Beim letzten Fehler wird auf ein auftretendes NaN reagiert. Dazu kommt
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es, wenn bei der Aufnahme der Bilder das Dunkelstrombild zu hell war und dadurch
auch negative Werte im den Bildern vorhanden sind. In Gleichung (5.12) wird dann
der Logarithmus einer negativen Zahl berechnet, was NaN ergibt, da diese Rechnung
mathematisch falsch ist.

Als weitere Option kann man die Detector Quantum Efficiency (kurz DQE) der be-
nutzten Kamera angeben. Dieser Wert hat Einfluss auf das SRV, nédmlich in der Form
SRVpor = vVDQE-SRV. Auferdem lisst sich die Genauigkeit bei der Bestimmung
von r festlegen, die Abbruchbedingung des Newton-Verfahrens. In Abbildung 5.3 ist
ein sehr kleiner Wert zu sehen, jedoch liefert auch 1073 schon ein gutes Ergebnis,
da das Newton-Verfahren sehr schnell konvergiert.

Nach der Durchfithrung der Berechnung, bekommt man eine kurze Zusammenfas-
sung angezeigt. Neben der fiir die Berechnung benétigten Zeit wird ein Durch-
schnittswert fiir die Anzahl der Iterationen des Newton-Verfahren angegeben, sowie

die genaue Anzahl, wie oft die vier oben beschriebenen Fehler aufgetreten sind.
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Auswertung

6.1 Bestimmung der Fensterposition

Um ein optimales Ergebnis bei der Erstellung der Elementverteilungsbilder zu er-
reichen, muss man sich vorher Uberlegungen iiber die genaue Position der Energie-
verlustfenster machen. Dabei ist die Breite der Energieverlustfenster eine wichtige
Grofe. Als Breite wurden Anfangs 20 eV pro Energieverlustfenster gewéhlt, um bei
kurzen Belichtungszeiten noch ein ausreichend helles Bild fiir das Energieverlust-
fenster hinter der Phosphor-Kante zu erreichen.
Bei der Positionierung der Vorkantenfenster ist man stark eingeschrankt. Durch die
Breite von jeweils ca. 20 eV ergibt sich bei drei Vorkantenfenstern schon ein Bereich
von mindestens 60eV. Lasst man keine Liicken zwischen den Vorkantenfenstern,
so wird ein Energieverlust von 72eV bis 132eV, dem Beginn der Ionisationskante,
abgedeckt. Abbildung 6.1 zeigt ein am EM902 aufgenommenes Spektrum, das den
Vorkantenbereich und die Phosphor-Ls sKante einschliefit. Das Spektrum gibt leider
keinen Aufschluss iiber den Beginn der Ionisationskante. Aus diesem Grund wurden
die Literaturangaben zu Phosphor beriicksichtigt. Direkt vor der Kante wurde ei-
ne Liicke von 2¢V frei gelassen. Bei einem scharfen Peak und der Beriicksichtigung
der schlechten Energieauflosung des Zeiss EM902, die etwa 2eV bis 3eV betrigt,
ware dieser Abstand wahrscheinlich noch zu klein. Da Phosphor aber eine verzoger-
te Kante besitzt, sollte das letzte Vorkantenbild nicht durch das Phosphor-Signal
beeinflusst werden.

Auch bei der Platzierung des Energieverlustfensters hinter der Kante hilft Abbil-
dung 6.1 nicht weiter. Als Referenz dient daher das Spektrum von Galliumphosphid,
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170 180 190 200 210 220 230 240

Abbildung 6.1: EELS von C. glutamicum aufgenommen am Zeiss EM902. Die Phosphor
L, 3-Kante ist nicht zu erkennen.

100

90 .

Abbildung 6.2: EELS eines GaP-Films, aufgenommen am Zeiss EM902.
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das aus fritheren Messungen fiir [RZM*92] vorlag. Abbildung 6.2 zeigt dieses Spek-
trum. Das Maximum des vom Untergrund korrigierten Signals liegt bei 154,5¢eV.
Das hochste aufsummierte Signal, bei Benutzung eines 20 €V breiten Energieverlust-
fensters, erhélt man fiir einen Energieverlust von 147eV bis 167eV. Da man diese
Werte nur als Richtwerte ansehen kann, wurde als Energieverlust 155eV gewéhlt
und somit bei 20 eV Breite ein Fenster, das von 145 eV bis 165 eV reicht.

Da die Mitte des Energieverlustfensters immer auf den am Mikroskop eingestellten
Energieverlust justiert ist, wird in den folgenden Abschnitten nur diesen Wert ange-
ben. Aus den vorherigen Uberlegungen ergeben sich damit die Werte 80€V, 100 eV
und 120 €V fiir die Fenster vor der Phosphor-Kante und 155 €V fiir das Signalfenster

hinter der Kante.

6.2 Elementverteilungsbilder

Abbildung 6.3: Elastisch gefilterte Aufnahme von C. glutamicum (links) und bei einem
Energieverlust von 25V (rechts), jeweils bei 35000-facher Vergroferung.

Die Aufnahmen zum Bestimmen der Phosphor-Verteilung, die hier besprochen
werden, sind bei 35000-facher VergroRerung gemacht worden. Nach den Uberlegun-
gen in Kapitel 6.1 wurden die Energieverlustfenster bei 80eV, 100eV, 120eV und
155 eV platziert.
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In Abbildung 6.3 sind ein elastisch gefiltertes Bild und eine Aufnahme bei einem
Energieverlust von 25eV zu sehen. Im elastisch gefilterten Bild sind die schon er-
wahnten Locher als sehr helle Stellen zu erkennen. Bei der Aufnahme mit 25eV
Energieverlust ist der Kontrast umgekehrt, da hier ein Teil der inelastisch gestreu-
ten Elektronen das Bild erzeugt. Interessant sind die dunklen Stellen im linken Bild,
da hier der Elektronenstrahl besonders stark gestreut wird, was an Elementen mit
hoherem Wirkungsquerschnitt, oder an einer hoheren Dichte an dieser Probenstelle
liegt. Aus anderen Untersuchungen der Bakterien war aufserdem bekannt, dass ge-
rade die dunklen Stellen eine erhohte Konzentration von Phosphor aufweisen sollen
[KBHT08].

Abbildung 6.4 zeigt die Aufnahmen, die zur Bestimmung der Phosphor-Vertei-
lung gemacht wurden. Dabei handelt es sich um die gleiche Probenstelle wie bei der
elastisch gefilterten Aufnahme. Die Breite des Energiespaltes betrug 18eV. Aufge-
nommen wurden die Bilder mit einer Belichtungszeit von 20 Sekunden. Die Abfol-
ge der Aufnahmen war von hohem Energieverlust zu niedrigem und damit 155¢eV,
120€eV, 100 eV und zuletzt 80eV. Die Balken in der linken unteren Ecke zeigen den
dargestellten Helligkeitsbereich. Hier ist deutlich die starke Abnahme der Hellig-
keit mit steigendem Energieverlust zu sehen. Um die Belichtungszeit und damit die
Probendrift zu begrenzen, wurde nicht der komplette Dynamikumfang der Kamera
ausgenutzt. Zusétzlich zu den in Abbildung 6.4 gezeigten Bildern wurden noch wei-
tere Aufnahmen gemacht, deren Aufnahmereihenfolge von niedrigem nach hohem
Energieverlust verlief. Diese Bilder sollen Aufschluss auf von Strahlenschéden verur-
sachte Veranderungen geben. Direkt sind keine Unterschiede zu erkennen, deshalb
wird darauf verzichtet, sie hier abzubilden.

Um das Phosphor-Verteilungsbild zu erstellen, mussten zuerst die vier Bilder zuein-
ander driftkorrigiert werden. Dazu wurde die in Kapitel 5.2.1 beschriebene Methode
verwendet. Vor dem Berechnen des Elementverteilungsbildes wurde noch einen Filter
angewendet, der ,Remove Outliers* heifst. Dieser korrigiert alle Pixel, deren Zahlra-
te stark von den direkt benachbarten Pixeln abweicht. So kann man Ausreifier aus
dem Bild entfernen, die durch Rontgenstrahlung entstehen. Die Rontgenstrahlung
entsteht als Bremsstrahlung beim Ablenken der Elektronen und sie lasst sich nicht
komplett abschirmen.

Die so korrigierten Vorkantenbilder wurden dann genutzt, um mit Hilfe der Maxi-

mum-Likelihood-Methode den Untergrund bei 155eV zu bestimmen. Dieser Unter-
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6.2 Elementverteilungsbilder

Abbildung 6.4: Energiegefilterte Aufnahmen von C. glutamicum bei den Energieverlusten
80€eV,100eV,120eV und 155€V.
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grund wurde anschliefend von der 155eV-Aufnahme abgezogen. Aufterdem wurde
zu dem Elementverteilungsbild das SRV berechnet. Diese Schritte fiihrt das in Ka-

pitel 5 vorgestellte Programm automatisch durch.

In Abbildung 6.5 ist links das Ergebnis der Berechnung zu sehen. Die dargestell-
ten Graustufen reichen von 0 bis 255. Die schon vorher zu sehenden hellen Stellen
weisen ein deutliches Phosphor-Signal auf, aber auch iiber das ganze Bakterium sind
Stellen mit erhéhtem Phosphor-Anteil zu erkennen. Um die Locher herum ist ein
deutliches Signal zu sehen. Dieses war auf dem 155 €eV-Bild noch nicht so gut sicht-
bar. Dabei konnte es sich um die DNS des Bakteriums handeln. Das rechte Bild in
Abbildung 6.5 zeigt das SRV. Dargestellt sind nur die Bereiche, in denen das SRV
Werte aufweist, die grofer als 5 sind. Im Vergleich zu anderen Aufnahmen - die in
dieser arbeit nicht gezeigt werden - gibt es relativ wenige Stellen mit einem SRV
von mehr als 5. Die hingt damit zusammen, dass der Dynamikumfang der Kamera
nicht komplett genutzt wurde. Dadurch ist die Helligkeit der 155 eV-Aufnahme ge-
ring, woraus ein groferer relativer Messfehler resultiert. Phosphor lasst sich dennoch

sicher nachweisen.

Die Markierungen, die in Abbildung 6.5 eingezeichnet sind, zeigen den Bereich, der
zur Erstellung von Linienprofilen genutzt wurde. Diese Linienprofile zeigt Abbildung
6.6. In grau ist dabei das Linienprofil der Messung mit sinkendem Energieverlust
dargestellt. Die schwarze Linie zeigt das minimale Phosphor-Signal und im unte-
ren Bild das minimale SRV. Da zugehorige Aufnahmereihenfolge ist 120eV, 100V,
80V und 155€V. Da alle Bilder zueinander driftkorrigiert wurden, handelt es sich
um die gleiche Stelle der Probe. Das Signal und auch das SRV sind durchgéngig
niedriger als wenn man das Aufkantenbild zuerst aufnimmt. Dies stimmt mit dem
Ergebnis der Untersuchung in [Koo04, S. 37ff] iiberein. Der auffilligste Unterschied,
zwischen den Aufnahmereihenfolgen, ist in dem Bereich zu erkennen, in dem sich das
Loch befindet. Wird das Aufkantenbild zuletzt aufgenommen, so erhélt man dort,
wo kein Signal vorhanden sein sollte, ein negatives Signal. Wird das Aufkantenbild
zuerst aufgenommen, so ist das Signal innerhalb des Loches positiv, weicht aber
weniger von 0 ab. Das die Abweichung geringer ist, hdngt damit zusammen, dass
zwischen den Vorkantenbildern und dem zweiten Aufkantenbild noch zwei weitere

Vorkantenbilder aufgenommen wurden. Wahrend dieser Zeit setzte sich der Massen-
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verlust fort, was zu einem geringeren Signal des Aufkantenbildes fiihrte. Stellt man
in einem Bild alle Pixel dar, die einen Negativen Wert aufweisen, so kann man die
Unterschiede der Aufnahmereihenfolgen gut erkennen. Abbildung 6.7 zeigt solche
Bilder fiir drei verschiedene Aufnahmereihenfolgen. Das Elementverteilungsbild zu
der Aufnahmereihenfolge 120eV, 100eV, 80V und 155 €V besitzt zu mehr als 11 %
negative Werte. Bei der Aufnahmereihenfolge 155¢eV, 120eV, 100eV und 80eV sind
es weniger als 2,5%. Zu den negativen Werten, die aus dem Rauschen resultieren

kommt ein weiterer Anteil durch die Auswirkungen der Aufnahmereihenfolge hinzu.

Abbildung 6.5: Phosphor Verteilungsbild (links) und zugehoriges SRV (rechts).

Trotz der ungiinstigen Bedingungen, fiir die Aufnahmereihenfolge 120eV, 100V,
80eV und 155eV, sind die Unterschiede zu der Reihenfolge 155¢eV, 120eV, 100 eV
und 80 eV gering, wie man in Abbildung 6.6 sehen kann. Im Folgenden wird deshalb
nur die zweite Reihenfolge beriicksichtigt. Méchte man sicher Phosphor nachweisen,
muss man beriicksichtigen, dass das Signal etwas zu hoch bestimmt wurde. Ver-
gleicht man das SRV der Elementverteilungsbilder beider Aufnahmerichtungen, so
gibt es aufser bei der Hohe des SRV keine Unterschiede. Abbildung 6.8 zeigt das
SRV fiir beide Reihenfolgen. Die Bilder wurden so dargestellt, dass sie moglichst
gleich aussehen. Dadurch unterscheiden sie sich im dargestellten Helligkeitsbereich.
In beiden Bildern sind die gleichen Strukturen zu erkennen. Bei den Strukturen kann

man sicher sein, dass Phosphor vorhanden ist. Fiir die Aufnahmereihenfolge, die im
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Abbildung 6.6: Linienprofile zu Abbildung 6.5. Oben das Phosphorsignal und unten das
SRV. Dargestellt sind die Profile fiir die Aufnahmereihenfolge 155eV-
120eV-100eV-80€V (grau) und 120eV-100€eV-80eV-155¢€V (schwarz)

26



6.2 Elementverteilungsbilder

1556V — 120eV —» 1006V — 806V .

Abbildung 6.7: Vergleich zwischen verschiedenen Aufnahmereihenfolgen. Pixel die im Ele-
mentverteilungsbild kleiner als 0 sind besitzen den Wert 1, alle anderen den

Wert 0.

rechten Bild gezeigt ist, muss man dehalb die Nachweifsgrenze, mit einem SRV von

6, etwas hoher wahlen.

120eV — 100eV — 80eV — 155eV 155eV — 120eV — 100eV — 80eV

Abbildung 6.8: Vergleich des SRV fiir die die unterschiedlichen Aufnahmereihenfolgen. Das
dargestellte SRV ist jeweils angegeben.

Das Elementverteilungsbild weist noch mehrere Auffilligkeiten auf. So entspricht
das hochste Phosphor-Signal nicht der grofen Phosphor-Ansammlung, sondern die
Struktur, die sich um die Locher herum befindet, weifst das hochste Phosphor-Si-
gnal auf. Vermutlich handelt es sich hierbei um die DNS. In der groffen Phosphor-
Ansammlung werden wahrscheinlich ATP, ADP und AMP zu finden sein. Da das
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Phosphor-Signal aber nicht so hoch ist wie bei der DNS, die einen geringeren Phos-
phor-Anteil besitzt, haben sich hier wahrscheinlich noch Molekiile angesammelt, die
kein Phosphor enthalten. Diese erzeugen an dieser Stelle einen hohen Untergrund,
der auch schon in den Vorkantenbildern deutlich zu sehen ist.

Da ATP als Energietriger dient und somit fiir viele Prozesse im Bakterium bendtigt
wird, ist iiberall im Bakterium Phosphor nachweisbar. Es muss deshalb auch immer
dort sein, wo gerade Energie benttigt wird, wodurch es auch iiberall im Bakterium
verteilt ist.

Beim Betrachten des Einbettmaterials fallt auf, dass auch dieses ein schwaches Phos-
phor-Signal aufweist. Spurr enthélt aber kein Phosphor und auch eine Verunreini-
gung sollte auszuschliefsen sein. Im néchsten Kapitel wird diese Diskrepanz genauer

untersucht.

Abbildung 6.9 zeigt noch einmal das Phosphor-Signal, diesmal sind jedoch an un-
terschiedlichen Positionen Linienprofile erstellt worden. Die Lénge der Profile und
auch die Breite, iiber die aufsummiert wird, sind bei den drei Linienprofilen gleich.
Position a) zeigt ein hohes Phosphor-Signal und ein Loch, welches kein Signal auf-
weist. Das Linienprofil an Position b) zeigt die groke Phosphor-Ansammlung. Diese
beiden Linienprofile werden jeweils mit dem Phosphor-Signal im Einbettmaterial
verglichen. Die Abbildung 6.10 zeigt jeweils Position a) und b) in grau und Position
¢) ist in beiden Profilen als Vergleich in schwarz eingezeichnet. Das Signal im Ein-
bettmaterial ist sehr konstant, so dass es nicht vom Rauschen der einzelnen Bilder
kommen kann. Eher kommt ein Problem bei der Untergrundkorrektur in Frage. Ab-
bildung 6.1 zeigt jedoch, dass der Untergrund sich gut durch eine Potenzfunktion
beschreiben lasst, hier sollte der Fehler eigentlich nicht liegen. Klare Erkenntnisse

lieferten erst die EEL-Spektren, die mit dem Libra 200 FE aufgenommen wurden.
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Abbildung 6.9: Phosphor Verteilungsbild aus Abbildung 6.5. Die zugehdrigen Linienprofile
zeigt Abbildung 6.10.
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240

190

Abbildung 6.10: Linienprofile der Abbildung 6.5. Die schwarze Linie in beiden Profilen
zeigt das Phosphorsignal im Spurr (Stelle ¢).
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Abbildung 6.11: EELS von C. glutamicum. Aufgenommen am Zeiss Libra 200 FE, vor der
Phosphor L 3-Kante bei 132¢eV ist die Silizium L9 3-Kante zu erkennen.

In Abbildung 6.11 ist ein Spektrum zu sehen, dass mit dem Libra 200 FE auf-
genommen wurde. Die Stelle, an der das Spektrum aufgenommen wurde, befand
sich innerhalb eines Bakteriums. Im Gegensatz zu den am EM902 aufgenommenen
Spektren ist in diesem eine Struktur zu erkennen. So sieht man bei 155¢eV ein Ma-
ximum, das vom Phosphor stammt. Viel deutlicher sind aber die Maxima davor.
So liegt eines bei 107eV und ein weiteres bei 136 eV. Diese Maxima konnen nicht
vom Phosphor stammen, denn dessen Lo 3-Kante setzt erst bei 132 €V ein und, da es
eine verzogerte Kante ist, tritt das erste Maximum erst bei 155 eV auf. Ein Element,
auf das die zu sehende Kantenstruktur passt, ist Silizium, welches hier als Siliziu-
moxid vorhanden ist. Zur Bestétigung dient ein weiteres Spektrum, das die K-Kante
von Silizium zeigt. In Abbildung 6.12 dieses Spektrum. Die Proben enthalten somit
definitiv Silizium.

Um festzustellen, ob das Silizium dafiir verantwortlich ist, dass die Phosphor-
Verteilungsbilder auch im Spurr noch ein Signal zeigen, ist ein Blick auf die ge-
naue Form der Silizium L;- und L, 3-Kanten notig. Dazu wurden zwei verschieden
Spektren aufgenommen. Das eine wurde im Einbettmaterial aufgezeichnet, es sollte

deshalb nur Silizium zeigen. Das zweite Spektrum stammt von einer Stelle in einem
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Abbildung 6.12: Die Silizium K-Kante. Aufgenommen am Libra 200 FE.
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Abbildung 6.13: Vergleich des untergrundkorrigierten Signals. Aufgenommen im Spurr
(schwarz) und im Bakterium (grau).
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Bakterium, an der ein hohes Phosphor-Signal erwartet wurde. Anschlieffend wurde
ein Energieverlust gewihlt, der direkt vor der Silizium-Kante liegt und jeweils al-
le Kanile des Spektrums wurden durch die Zahlrate des gewéhlten Kanals geteilt.
Dadurch sind beide Spektren besser miteinander vergleichbar. Der Energieverlust-
bereich, um mit Gatan Digital Micrograph™den Untergrund zu bestimmen und
das Signal zu extrahieren, ist bei beiden Spektren gleich. Abbildung 6.13 zeigt das
Ergebnis dieser Vorgehensweise, den Vergleich des Untergrundkorrigierten Signals.
In grau ist das Signal des Spektrums zu sehen, das innerhalb eines Bakteriums auf-
genommen wurde. Die schwarze Linie zeigt das Signal des Spektrums, welches im
Spurr aufgenommen wurde. Die ersten beiden Maxima der Silizium L, 3-Kante stim-
men in beiden Spektren exakt iiberein. Auch das dritte Maxima bei 130 eV beginnt
gleich, durch den Beginn der Phosphor L, 3-Kante weichen dann jedoch die beiden

Spektren von einander ab.

Um das Erstellen der Phosphor-Verteilungsbilder anzupassen, muss man die Aus-
wirkungen des Siliziums auf die Untergrundbestimmung kennen. Durch das Silizium-
Signal erhoht sich die Zahlrate der beiden Vorkantenfenster bei 100 eV und 120e€V.
Dies fiihrt dazu, dass ein héherer Untergrund berechnet wird, als eigentlich vorhan-
den ist. Betrachtet man die Position des Fensters hinter der Kante, so ist dort ein
hohes Silizium-Signal (L, 3-Kante) sowie das Maximum der Silizium L,-Kante vor-
handen. Daraus folgt, dass zwar ein zu hoher Untergrund bestimmt wurde, jedoch ist
das Silizium-Signal bei 155 €V noch so hoch, dass daraus ein schwaches Signal in der
Phosphor-Verteilung resultiert. Es muss deshalb ein Weg gefunden werden, dieses
Problem zu umgehen. Die Vorkantenfenster fiir die Bestimmung des Untergrundes
miissen so platziert werden, dass kein Silizium-Signal mehr zu den Bildern beitragt.
Auflerdem muss das Silizium-Signal aus dem Elementverteilungsbild entfernt wer-
den. Die K-Kanten von Silizium und Phosphor liegen so dicht beieinander, dass es

nicht moglich ist das Phosphor-Signal getrennt vom Silizium-Signal aufzunehmen.
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6.3.1 Phosphor-Verteilung unter Beriicksichtigung des
Siliziums

Die bisherige Position der Vorkantenfenster kann nicht beibehalten werden, da zwei
Vorkantenfenster das Signal der Silizium L, 3-Kante enthalten. Eine Moglichkeit wé-
re die Fenster weiter zu geringeren Energieverlusten zu verschieben. Dabei stéfst man
aber auf zwei Probleme: Das erste Problem ist die Vergréfserung des Helligkeitsun-
terschiedes. Dieser Zusammenhang wurde in Kapitel 4.1.1 detailliert besprochen,
deshalb soll nur erwéhnt werden, das dadurch die Helligkeit des Bildes hinter der
Phosphor-Kante weiter abnimmt und damit auch das SRV. Aufferdem ndhert man
sich mit sinkendem Energieverlust dem Plasmonenpeak. Der Untergrund weicht da-
durch von einer Potenzfunktion ab. Oberhalb von 60eV zeigt sich in den aufge-
nommenen Spektren aber noch eine gute Ubereinstimmung mit dem Potenzgesetz.
Der fiir die Untergrundkorrektur zur Verfiigung stehende Bereich betragt dadurch
nur noch etwa 40eV. Mit kleineren Energieverlustfenstern kommt es aber zu den
Problemen, die in Kapitel 4.1 beschrieben wurden. So verringert sich, bei gleicher
Belichtungszeit, die Helligkeit der Bilder. Ein Verldngern der Belichtungszeit fiihrt
dann zu stiarkeren Auswirkungen der Probendrift und der Strahlenschidden. Wenn
die Breite der Energieverlustfenster nicht verringert werden soll, miissten sich die
Fenster iiberlappen. Bei dem Uberlappen der Energieverlustfenster gibt es wahr-
scheinlich Probleme bei der Bestimmung des Rauschens und damit auch des SRV.
Ob das zu dieser Messung berechnete SRV richtig ist, bleibt deshalb noch unklar.

Ein direkter Vergleich zu anderen Messungen ist deshalb nicht moglich.

Als Beispiel dienen Aufnahmen bei einer relativ geringen Vergrofserung von ca.
5000-fach (siehe Abbildung 6.14) und einer Belichtungszeit von 8 Sekunden pro Bild.
Die Breite des Energiespaltes betrégt 15eV. Der Bereich, in dem die Vorkantenfens-
ter platziert wurden, liegt zwischen 68 eV und 96eV. In diesem Bereich wurde alle
2eV eine Aufnahme gemacht. Sortiert nach der Reihenfolge, in der die Aufnahmen
gemacht wurden, sind dies 88 eV, 86eV, 84 eV, 82eV, 80eV, 78eV und 76 eV. Alle sie-
ben Bilder wurden zur Bestimmung des Untergrundes benutzt. Zum Vergleich wurde
auch eine Berechnung mit nur drei Fenstern durchgefiihrt, wozu die Bilder mit den
Energieverlusten 88eV, 82¢eV und 76 eV genutzt wurden. Auch hinter der Ionisati-

onskante des Silizium wurden mehrere Aufnahmen gemacht. Einmal bei 115eV, um
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6.3 Verunreinigung der Probe durch Silizium

nur das Signal von Silizium zu erhalten. Als weiteren Energieverlust wurde wieder
155eV gewahlt, damit auch eine Vergleichbarkeit mit den vorherigen Ergebnissen
zu gewahrleisten. Bei diesem Energieverlust fliefst das Signal der Phosphor Lg s-
Kante und das Signal der Silizium L;-Kante ein. Als dritter Energieverlust wurde
zusatzlich 200eV betrachtet. Dort sollte von den Silizium L-Kanten nur noch der

Untergrund vorhanden sein, der Phosphor mit seiner verzogerten Kante sollte hier

noch ein hoheres Signal liefern.

Abbildung 6.14: Elastisch gefilterte Aufnahme von C. glutamicum (links) und bei einem
Energieverlust von 20 eV (rechts), jeweils bei 5000-facher Vergroferung.

In Abbildung 6.15 sind die oberen Bilder mit einer Helligkeit von 0 bis 350 dar-
gestellt und die unteren beiden mit einer Helligkeit von 0 bis 150. Im Silizium-
Verteilungsbild kann man die Konturen der Bakterien erkennen, jedoch heben diese
sich nicht stark vom Untergrund ab. Bei 155¢€V hebt sich, durch den Phosphor, das
Signal innerhalb der Bakterien stérker ab. Auferdem kommen Details mit hohem
Signal hinzu. Dabei kann es sich nur um Phosphor handeln, da sie im Elementver-
teilungsbild bei 115¢eV noch nicht zu sehen waren. Bei 200¢eV sind die Stellen mit
hohem Phosphor-Signal noch deutlicher zu erkennen. Die Helligkeit ist jedoch wegen
des hoheren Energieverlustes gesunken. Vergleicht man das Phosphor-Verteilungs-
bild, welches mit 8 Fenster erstellt wurde, mit dem, fiir dessen Berechnung nur 4
Fenster genutzt wurden, so fallt zundchst nur die geringere Helligkeit des zweiten

Bildes auf. In dem ersten Bild kann man an hellen Stellen aber auch noch weitere De-
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Abbildung 6.15: Elementverteilungsbilder: 115eV (oben links), 155eV (oben rechts) und
200€V (unten links). Zum Vergleich: 200 ¢V mit drei statt sieben Vorkan-
tenfenstern (unten rechts).

66



6.3 Verunreinigung der Probe durch Silizium

tails erkennen, hingegen wirken ein paar dunkle Stellen etwas verschwommen. Durch
die grofsere Anzahl an Bildern lésst sich zwar der Untergrund besser bestimmen, je-
doch konnen sich die berechneten Bilder durch die insgesamt héhere Gesamtdrift

innerhalb der Aufnahmezeit auch verschlechtern.

1000 nm
—

Abbildung 6.16: SRV zu den ersten drei Bildern in Abbildung 6.15. Dargestellt wird ein
SRV von 7 bis 12.

Das zu den Elementverteilungsbildern mit sieben Vorkantenfenstern gehorende
SRV ist in Abbildung 6.16 zu sehen. Das am Anfang des Kapitels beschriebene
Problem mit dem SRV kann, beim Vergleich der Bilder zueinander, vernachléssigt
werden. Das Rauschen durch die Untergrundbestimmung ist bei allen drei Bildern
gleich, nur die Varianz von Signals und Untergrund fiihren zu dem unterschiedlichen
SRV. Bei 1156V ist das SRV iiber das ganze Bild relativ konstant. Stellen mit
hoherem SRV liegen an Léchern und kommen dadurch zustande, dass die Locher
von Bild zu Bild durch Strahlenschédden grofer werden. Da die Bilder hinter der
Ionisationskante zuerst aufgenommen wurden, ist dort das Loch noch kleiner. Aus
einem geringen Signal, aber einem noch viel geringeren Untergrund, resultiert ein
hohes SRV.

Das SRV bei 155 €V ist wesentlich hoher als das bei 115 €eV. Schaut man sich nochmal
Abbildung 6.13 an, so ist klar, warum das so ist. Zum einen ist das Silizium-Signal
noch etwa gleich stark, der Untergrund ist jedoch geringer. Hinzu kommt noch das
Phosphor-Signal, das in den Bakterien zu einem hohen SRV fiihrt.

Bei 200eV ist das SRV wieder geringer. Besonders im Spurr ist es geringer als 7,
wenn auch nicht weit darunter. Die relative Anderung des SRV ist innerhalb der

Bakterien ca. 50% geringer als im Spurr. Die Bereiche mit besonders hohem SRV
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heben sich stiarker ab als im Bild mit 155 eV Energieverlust. Der Anteil von Silizium
am Elementverteilungsbild bei 200 eV scheint geringer zu sein als bei 155V, wirkt

sich aber noch deutlich auf das Elementverteilungsbild und das SRV aus.

Subtraktion des Silizium-Signals

Zur Entfernung des storenden Silizium-Signals aus den Bildern, wurde eine relativ
simple Methode genutzt. Dazu wird ein Elementverteilungsbild benotigt, dass nur
das Silizium-Signal enthélt und ein Bild mit Phosphor- und Silizium-Signal, das
korrigiert werden soll. Da im Spurr kein Phosphor vorhanden ist - die EEL-Spektren
bestéatigen dies - stammt beim zu korrigierenden Bild das Signal im Spurr nur vom
Silizium.

Zuerst markiert man bei beiden Bildern einen Bereich im Spurr aus und bestimmt
dort die mittlere Zahlrate. Der Quotient aus beiden Werten (Isp/Isi) gibt an,
wie stark das Silizium-Signal, im Bild mit Phosphor- und Silizium-Signal, gesunken
ist. Mit diesem QQuotienten multipliziert man das Bild, das nur das Silizium-Signal
enthélt. Das neu erhaltene Bild entspricht nun dem Silizium-Signal in dem Bild,
welches Phosphor- und Silizium-Signal enthélt. Zieht man das neu erhaltene Bild
davon ab, dann bekommt man ein Bild, das nur noch das Phosphor-Signal enthélt.
Die Einzelnen Schritte in der Ubersicht sind

_ Spurr(155eV)

1= Spurr(115eV)’ (6.1)
[Si — Map](155eV) = ¢ - [Si — Map](115eV), (6.2)
[P — Map|(155eV) = [P — Si — Map|(155eV) — [Si — Map]|(155eV). (6.3)

Das Ergebnis der Korrektur zeigt Abbildung 6.17. Die Bilder mit gleichem Ener-
gieverlust werden auch mit gleicher Helligkeit dargestellt. Dadurch ist deutlich zu
sehen, dass in den korrigierten Bildern im Spurr fast kein Signal mehr vorhanden
ist. Auch in den Bakterien sind die Stellen mit hohem Phosphor-Signal besser zu
erkennen. Leider weist das 155 eV-Elementverteilungsbild durch die Korrektur sehr
viele Artefakte auf. Die Artefakte, die schon im Silizium-Verteilungsbild (Abbildung
6.15) zu sehen sind, wirken sich hier aus. Man erkennt an vielen Stellen Strukturen,

die dreidimensional wirken. Meist entstehen diese Artefakte, wenn die Bilder noch
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6.3 Verunreinigung der Probe durch Silizium

155 eV (korrigiert)

Abbildung 6.17: Phosphor-Verteilungsbilder mit Si-Signal (links) und die korrigierten Bil-
der (rechts).
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zueinander verschoben sind. In diesem Fall liefsen sich die Artefakte jedoch nicht
durch die Driftkorrektur verringern. Eine Vermutung war, dass das Silizium nur an
der Probenoberfliche vorhanden ist. Dann wiirde es nicht richtig fokussiert sein, was
zu einer falschen Lokalisierung des Silizium-Signals fiihrt. Durch die geringe Dicke
der Probe, lasst sich diese Vermutung aber ausschliefsen. Bei dem 200 eV-Elementver-
teilungsbild sieht man weniger Artefakte und es weist wesentlich weniger Rauschen
auf. Das Verhaltnis des Silizium-Signals zum Phosphor-Signal ist bei 200 eV nicht
mehr so hoch wie bei 155eV, dadurch funktioniert bei 200eV die Korrektur etwas
besser.
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Abbildung 6.18: Vergleich zwischen korrigiertem (schwarz) und unkorrigiertem (grau)
Phosphor-Verteilungsbild bei 155¢eV.

Um den Effekt der Korrektur noch besser sichtbar zu machen, wurden an den in
Abbildung 6.17 eingezeichneten Markierungen Linienprofile erstellt. Abbildung 6.18
zeigt das Linienprofil fiir das 155 eV-Elementverteilungsbild und Abbildung 6.19 fiir
das 200 eV-Elementverteilungsbild. Man kann an den Bereichen im Spurr sehen, wie
gut sich das Silizium-Signal herausrechnen ldsst. Wenn man die beiden Abbildungen
miteinander vergleicht, sieht man deutlich, dass nach der Korrektur das Rauschen
bei 200 eV geringer ist als bei 155¢€V.

Es ist somit sinnvoll, fiir die Korrektur einen so hohen Energieverlust zu wéhlen.

Jedoch funktioniert das nicht immer so gut. Bei den Aufnahmen erreicht das 76 eV-
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Abbildung 6.19: Vergleich zwischen korrigiertem (schwarz) und unkorrigiertem (grau)
Phosphor-Verteilungsbild bei 200 ¢eV.

Bild die maximale Helligkeit, die man mit der Kamera noch aufnehmen kann. Die
Aufnahme bei 200eV erreicht maximal 330 und im Durchschnitt sind es sogar nur
100. Nutzt man den vollen Dynamikumfang der Kamera nicht aus, so lassen sich
diese Ergebnisse nicht reproduzieren. Besonders die Strahlenschéden sorgen dafiir,
dass man mehrere Versuche benotigt, bis man brauchbare Bilder aufgenommen hat.
Auch bei den hier gezeigten Bildern waren an den Lochern schon erste Auswirkungen

der Strahlenschaden zu sehen.
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6.4 Korrektur der Fensterpositionen

Bei der Angabe des Energieverlustes macht man unvermeidlich immer einen Fehler.
Bei der Rechnung geht man davon aus, dass die Bilder mit einer infinitesimalen
Spaltbreite aufgenommen wurden. Man integriert jedoch iiber einen festen Ener-
giebereich. Bei der Aufnahme eines Spektrums kann man dies vernachléssigen, so
integriert man beim Libra 200 FE iiber einen Bereich von 0,7¢eV pro Energickanal.
Bei Energieverlustbildern mit 20 eV Spaltbreite weicht durch das Integrieren der tat-
séchliche Energieverlust von dem am Mikroskop eingestellten ab. Der Grund dafiir
ist die Steigung des Potenzfunktion. Die Energieverluste unterhalb des eingestellten
Wertes tragen dadurch stérker zum Signal des Bildes bei, als die, die oberhalb davon
liegen. Dieser Effekt ist umso stérker, je geringer der Energieverlust ist und umso
Breiter das Energieverlustfenster gewahlt wird. Es wére deshalb sinnvoll, die Be-
stimmung des Untergrundes mit den korrigierten Energieverlusten durchzufiihren.
Zunachst muss man jedoch die korrigierten Energieverluste bestimmen. Eine Mo6g-
lichkeit besteht darin, das EEL-Spektrum dazu zu nutzen. Man muss alle Energie-
kandle innerhalb des Energieverlustfensters aufsummieren und durch die Anzahl der
Energiekanéle teilen. Diesen Mittelwert vergleicht man dann mit dem y-Werten des
Spektrums und erhilt so den richtigen Energieverlust fiir das Fenster. Die so erhal-
tenen Werte lassen sich dann bei der Untergrundkorrektur benutzen.

Ich mochte aber noch eine weitere Methode vorstellen, die ganz ohne zusatzliches
Spektrum funktioniert und, wenn sie einmal in dem vorgestellten Programm inte-
griert ist, auch voll automatisch funktioniert. Zuerst wird die Potenzfunktion be-
stimmt, die den Untergrund beschreibt. Statt die Potenzfunktion zu nutzen, um
das Elementverteilungsbild zu berechnen, dient sie als Ersatz fiir das Spektrum.
Fir alle Energieverluste, die innerhalb des Energieverlustfensters liegen, wird der

Untergrund bestimmt und die Werte werden aufsummiert.

Sum = Y U(E) (6.4)

EecAE

Nach dem Teilen durch die Anzahl der Energiekanile erhilt man den Mittelwert.
Da die Potenzfunktion bekannt ist, lasst sich mit Hilfe der Umkehrfunktion der kor-

rigierte Energieverlust bestimmen.
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Der Vorteil dieser Methode im Gegensatz zur Korrektur anhand des Spektrums
ist, dass diese Berechnung pixelweise durchgefiihrt wird und somit auch der nicht
konstante Untergrund beriicksichtigt wird. Ein Nachteil ist jedoch die erhéhte Re-
chenzeit. So muss die MLE zweimal durchgefiihrt werden und auch das Bestimmen

der korrigierten Energieverluste kostet etwas Rechenzeit.

Tabelle 6.1: Berechnung zur Korrektur der Fensterposition

80 eV 100 eV 120 eV 155 eV
E (eV) \ U | E (eV) \ U | E (eV) \ U | E (eV) \ U
71| 5171,57 91 | 2058,41 111 984,59 146 355,97
72 | 4909,93 92 | 1976,57 112 952,35 147 347,07
73 | 4664,87 93 | 1898,83 113 921,44 148 338,44
74 | 4435,12 94 | 1824,92 114 891,79 149 330,09
75 | 4219.55 95 | 1754,62 115 863,34 150 321,99
76 | 4017,11 96 | 1687,73 116 836,04 151 314,15
77 | 3826,84 97 | 1624,04 117 809,82 152 306,54
78 | 3647,86 98 | 1563,37 118 784,64 153 299,17
79 | 3479,38 99 | 1505,55 119 760,44 154 292,02

80 | 3320,65 100 | 1450,42 120 | 737,18 155 | 285,00
81 | 3171,01 101 | 1397,82 121 714,82 156 | 278,37
82 | 3029,82 102 | 1347,63 122 693,31 157 | 271,84
83 | 2896,52 103 | 1299,70 123 672,61 158 | 265,51
84 | 2770,57 104 | 1253,91 124 | 652,70 159 | 259,36
85 | 2651,49 105 | 1210,15 125 | 633,52 160 | 253,40
86 | 253884 106 | 1168,31 126 | 615,06 161 247,60
87 | 2432,19 107 | 1128,29 127 [ 597,27 162 | 241,98
88 | 2331,17 108 | 1090,00 128 580,14 163 | 236,51
89 | 223541 109 | 1053,34 129 | 563,62 164 | 231,20
o | 3460,52 o | 1489,14 6| 750,77 o 28823
Erom | 79126V | Brom | 99,296V || Erom | 119416V || Eron | 154,546V

Die Tabelle 6.1 zeigt die Ergebnisse einer so durchgefiihrten Berechnung. Fiir die
Parameter der Potenzfunktion wurden die Parameter » = 3,712 und o = 24,374
genutzt, die von der Berechnung des Elementverteilungsbildes in Kapitel 6.2 stam-
men. Wichtig ist, dass man die Darstellung des Untergrundes als Exponentialfunk-
tion nutzt (siehe dazu Gleichung 5.8). Fiir die Berechnung wurden nur ganzzahlige
Energieverluste gewiahlt. Kleinere Schritte sollten das Ergebnis nicht mehr viel ver-

bessern. Wie zu erwarten war, fillt bei kleinen Energieverlusten die Abweichung
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etwas grofser aus. Selbst bei 80 eV betriagt die Abweichung vom eingestellten Ener-
gieverlust nur 0,88 eV. Fiir die Aufnahmen des EM902 macht diese Korrektur deshalb
keinen Sinn, die Energieauflésung ist um ein vielfaches grofser als dieser Korrektur-
wert. Und auch die Fehler beim justieren von Position und Breite der Spaltblende
diirften grofer sein als 0,88 eV. Bei hohen Energieverlusten ist die Steigung der Po-
tenzfunktion geringer und die Verschiebung féllt dadurch noch geringer aus. Dann

spielt diese Korrektur keine Rolle mehr.
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Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass man Phosphor in den Bakterien der
Art Corynebacterium glutamicum gut nachweisen kann. Die gezeigten Ergebnis-
se waren meist nicht einfach zu reproduzieren, da es viele Schwierigkeiten bei der
Aufnahme der Bilder gab, die beriicksichtigt werden mussten. So war es notig, den
vollen Dynamikumfang der Kamera zu nutzen, da die Energieverlustbilder einen sehr
groken Helligkeitsunterschied aufweisen, wenn man sie mit gleicher Belichtungszeit
aufnimmt. Hinzu kommen die Beschréankungen bei der Belichtungszeit durch die
Probendrift und das Verformen und Zerreifsen der Probe durch Strahlenschiaden. So
waren meist viele Versuche notig, bis die richtigen Parameter fiir eine Aufnahme
gefunden wurden.

Als weiteres Problem stellte sich die Verunreinigung durch Silizium heraus. So liefen
sich zwar auch ohne Korrekturen mégliche Phosphor-Ansammlungen lokalisieren, je-
doch storte das iiber die ganze Probe verteilte Signal, welches vom Silizium erzeugt
wurde. Nach einer Anpassung der Energiefensterpositionen konnte die Silizium-Ver-
teilung bestimmt werden, um damit das Phosphor-Verteilungsbild zu korrigieren.
Auch wenn die dazu genutzte Methode sehr einfach ist, so kann das Ergebnis doch
iiberzeugen. Das Silizium-Signal im Einbettmaterial lasst sich vollstdndig entfernen,
die Standardabweichung ist dort grofser als die Abweichung des Mittelwertes von
null.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Java-Programm nutzt die Moglichkeiten
moderner Mehrkernprozessoren und beschleunigt dadurch die Driftkorrektur und die
Berechnung der Elementverteilungsbilder. Die Ergebnisse entsprechen denen, die mit
einem Programm erzeugt wurde, dass die gewichtete Methode der kleinsten Quadra-
te verwendet. Dabei liefert die Methode der maximalen Ahnlichkeit aber das bessere
SRV. Wichtig war es fiir auch ein einfach zu bedienendes Programm zu entwickeln,
das trotzdem noch flexibel ist und alle wichtigen Informationen zur Berechnung lie-

fert. So ist man nicht auf die Berechnung mit vier Fenstern beschrinkt, sondern
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kann auf beiden Seiten der Kante fast beliebig viele Bilder nutzen. Beschrankt wird
die Anzahl nur durch den Arbeitsspeicher des Computers. Aufserdem sieht der Nut-
zer direkt, ob es Fehler bei der Durchfithrung der Untergrundbestimmung gab und
Dank der Fehler-Map, lassen sich diese Fehler auch sofort im Bild lokalisieren.

Mit dem Abschluss dieser Diplomarbeit soll aber nicht die Entwicklung des Pro-
gramms beendet werden. So soll noch die Funktion zur Korrektur der Fensterpo-
sitionen implementiert werden. Das Programm muss noch ins Englische {ibersetzt
werden, dies ist jedoch leicht zu realisieren, da sich alle Texte die angezeigt werden,
in einer einzelnen Datei befinden. Es besteht sogar die Méglichkeit die Sprache dann
abhéngig von der Sprache des Betriebssystems automatisch zu wahlen. Es wéare wiin-
schenswert, wenn weitere Personen von der Arbeit, die in dieses Programm gesteckt

wurde, profitieren kénnen.
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