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Abstract

Phasenplatten (PP) für die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermöglichen die
kontrastreiche Abbildung von Phasenobjekten. In der vorliegenden Arbeit wurden die kon-
traststeigernden Eigenschaften und Abbildungsartefakte elektrostatischer Zach-PP, loch-
freier Dünnfilm-PP und Zernike-PP anhand experimenteller und simulierter Abbildungen
untersucht. Als Modellobjekt diente eine biologische Probe (Bakteriophagen). Erstmals ge-
lang im Rahmen dieser Arbeit auch die dreidimensionale Rekonstruktion der Struktur eines
biologischen Objekts durch Tomografie mit Zach-PP-TEM-Abbildungen. Des Weiteren wur-
de die Reduktion von Intensitätsoszillationen (”Fringing“-Artefakten) um die abgebildeten
Objekte bei Zernike-PP-TEM-Abbildungen durch einen mikrostrukturierten Dickengradi-
enten am Rand des Zernike-PP-Loches gezeigt.

Abstract (english)

Phase plates (PP) for transmission electron microscopy (TEM) enable imaging of phase
objects with high contrast. In this work, the contrast-enhancing capabilities and artifacts
of electrostatic Zach-PP, hole-free thin-film PP and Zernike PP were analyzed by experi-
mental and simulated images of a biological model sample (bacteriophages). The three-
dimensional structure reconstruction of a biological object was obtained for the first time
by tomography on the basis of Zach-PP TEM images. Moreover, the reduction of intensi-
ty oscillations (“fringing” artifacts) around imaged objects in Zernike-PP TEM images was
achieved by a microstructured thickness gradient at the edge of the Zernike-PP hole.
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1
Kapitel 1

Einleitung

Der Wunsch den inneren Aufbau von Organismen, Zellen und Materie zu entschlüsseln
und detailliert zu verstehen, geht weit in die Geschichte der Menschheit zurück. Ein erster
Meilenstein auf diesem Weg war die Entdeckung der Lichtmikroskopie, durch die vielfältige
Arten von biologischen Objekten stark vergrößert untersucht werden können. Die Licht-
mikroskopie ist auch heute noch in einem breiten Spektrum von Anwendungen vertreten
und in der modernen Forschung nicht mehr wegzudenken. Ungeachtet dessen bringt die
konventionelle Lichtmikroskopie zwei wesentliche Nachteile mit sich. Zum einen ist ihre
Auflösung durch die Wellenlänge des sichtbaren Lichts begrenzt [1] und eignet sich da-
her nicht zur Abbildung kleinster Strukturen wie etwa dem atomaren Aufbau von Materie.
Des Weiteren stößt die Lichtmikroskopie bei der Abbildung von transparenten Objekten an
ihre Grenzen, wenn lediglich die Phase und nicht die Amplitude der einfallenden Welle
durch das Objekt verändert wird. Diese kann für das Auge nur durch eine weitere optische
Verarbeitung sichtbar gemacht werden. So entwickelte Zernike die sogenannte Phasenkon-
trastmikroskopie, bei der über eine Phasenplatte (PP), die historisch auch als λ/4-Plättchen
bezeichnet wird, eine Phasenschiebung von 90° zwischen gestreuten und ungestreuten Tei-
len der Lichtwelle erzwungen wird. Durch konstruktive Interferenz werden dabei selbst
minimale Unterschiede im Brechungsindex der transparenten Probe mit gutem Kontrast in
einer lichtmikroskopischen Abbildung sichtbar [107].
Wie bereits erwähnt, ist die Auflösung der Lichtmikroskopie viel mehr durch die im Be-
reich weniger hundert Nanometer liegende Wellenlänge des sichtbaren Lichts limitiert. Mit
der Revolution der Quantenmechanik und der damit einhergegangenen Formulierung des
Welle-Teilchen Dualismus [26] kam schließlich die Idee auf, Materiewellen anstatt sichtba-
rer Lichtwellen zur Abbildung zu verwenden. Als geeignete Teilchen wurden Elektronen
identifiziert, die sich relativ einfach beschleunigen und durch elektrostatische und magne-
tische Felder ablenken lassen. So erreichen hochenergetische Elektronen eine Wellenlänge
im Pikometerbereich, die deutlich unterhalb der Atomabstände in den meisten Festkörpern
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1 Einleitung

liegt. Erste Transmissionselektronenmikroskope wurden durch Knoll und Ruska entwickelt
[57], wobei elektromagnetische Linsensysteme verwendet wurden, um die Prinzipien der
Mikroskopie mit Lichtwellen auf Elektronenwellen zu übertragen. Schnell stellte sich je-
doch heraus, dass die erreichbaren Auflösungen hinter den Erwartungen zurückblieben
und durch Abbildungsfehler der Linsen und eine Dämpfung durch die partielle Kohärenz
der Elektronen limitiert werden.
Wie in der Lichtmikroskopie gibt es auch in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Phasenobjekte, die nur schwach mit der einfallenden Elektronenwelle wechselwirken. Dies
betrifft überwiegend lebenswissenschaftliche Proben, die aus sehr leichten Materialien mit
niedriger Ordnungszahl bestehen. Eine mögliche Methode, um solche Proben mit Phasen-
kontrast sichtbar zu machen, ist die Defokussierung der Objektivlinse [86]. Bei dieser Me-
thode müssen allerdings erhebliche Verluste der Bildqualität in Kauf genommen werden,
insbesondere wenn für größere Objekte im Bereich einiger zehn Nanometer ein starker De-
fokus gewählt werden muss.
Mit der Absicht die Verluste der Bildqualität zu umgehen, schlug Boersch vor, das aus der
Lichtmikroskopie bekannte Prinzip der PP in der TEM zu realisieren, um elektronentrans-
parente Proben mit Phasenkontrast fokussiert abzubilden [8]. Schon in seiner ursprüngli-
chen Veröffentlichung im Jahre 1947 schlug Boersch vor, einen dünnen Materialfilm oder ein
elektrostatisches Feld für die Phasenschiebung der gestreuten oder ungestreuten Elektro-
nenwelle zu verwenden. Eine experimentelle Realisierung gelang schließlich erst Jahrzehn-
te später [13], nachdem die Strukturierung eines Dünnfilmes mit einem fokussierten Ga-
Ionenstrahl (FIB) möglich wurde. Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche PP-Konzepte ent-
wickelt [40], wobei sich filmbasierte und elektrostatische PP vorwiegend durchgesetzt ha-
ben. Filmbasierte PP lassen sich in strukturierte und unstrukturierte PP unterteilen. Struk-
turierte PP nutzen das innere elektrostatische Potenzial eines Dünnfilmes aus, um die Phase
von gestreuten Elektronen in der hinteren Brennebene (BFP) der Objektivlinse zu schieben,
während die ungestreuten Elektronen einen vom Film befreiten Bereich durchlaufen und
unbeeinflusst bleiben. Zernike-PP werden dazu mit einem kleinen Loch versehen, durch
welches der Nullstrahl (NS) geführt wird [13]. Die Herstellung von Zernike-PP ist ver-
gleichsweise einfach, und es konnten bereits in verschiedenen Anwendungsbereichen er-
folgreich eingesetzt werden [11, 17]. Aufgrund der Streuung von Elektronen im Zernike-
PP-Film und von Fringing-Artefakten um die abgebildeten Objekte, die durch die abrup-
te Kante des Zernike-PP-Loches in der BFP entstehen, konnten sich Zernike-PP allerdings
nicht bei einem breiten Nutzerbereich durchsetzen. Ähnliches gilt für die Hilbert-PP [19],
die nur eine Hälfte der BFP mit einem Dünnfilm abdeckt und den abgebildeten Objekten
durch helle und dunkle Säume ein plastisches Aussehen verleiht. Im Gegensatz dazu beru-
hen unstrukturierte lochfreie PP (HFPP), die oftmals auch als Volta-PP bezeichnet werden,
auf einem nur wenige Nanometer dicken durchgängigen Film, der durch die Beleuchtung
mit dem Elektronenstrahl einen geladenen Bereich (”Fleck“) ausbildet und die Phase der

2



ungestreuten Elektronen schiebt [21, 67]. Die Streuung von Elektronen in dem sehr dünnen
Film ist bei der HFPP deutlich geringer als bei Zernike-PP und es konnte eine Vielzahl
beeindruckender Ergebnisse für die tomografische Rekonstruktion [4, 64] und Rekonstruk-
tionen von Biomolekülen [56, 62] erzielt werden. Die sehr einfache Herstellung und An-
wendung einer HFPP stellt einen entscheidenden Vorteil gegenüber anderen PP-Typen dar.
Ein bedeutender Nachteil ist hingegen eine nur indirekt über die Filmtemperatur einstell-
bare Phasenschiebung und Artefakte durch die graduelle Phasenschiebungsverteilung der
HFPP, die zu hellen Rändern (”Halos“) um die abgebildeten Objekte führt.
Zach-PP haben sich unter den elektrostatischen PP durchgesetzt [90]. Sie beruhen auf ei-
ner mikrostrukturierten abgeschirmten Elektrode in der Mitte einer großen Apertur. Durch
Anlegen einer Spannung bildet sich ein stark lokalisiertes inhomogenes Potenzial aus, das
die Phase der ungestreuten Elektronen im NS schiebt. Die Abstimmbarkeit der generierten
Phasenschiebung über die angelegte Spannung ist ein fundamentaler Vorteil der Zach-PP.
Durch die große Apertur tritt keine Streuung von Elektronen beim Durchlaufen der PP-
Struktur auf. Als Nachteil gilt, neben dem komplexen Herstellungsprozess, die Ausbreitung
richtungsabhängiger Artefakte. Letzte treten in Form von Intensitätsoszillationen auf, die
durch die abrupte Struktur des Zach-PP-Steges in der BFP verursacht werden. Zudem ge-
neriert das inhomogene Potenzial der Zach-PP eine richtungsabhängige Phasenschiebung.
In Kontext mit dem gegebenen Überblick ergaben sich für diese Arbeit die folgenden Fra-
gestellungen:

• Die kontrastverstärkenden Eigenschaften der Zach-PP wurden bisher fast ausschließ-
lich an anorganischen Testobjekten untersucht. In dieser Arbeit sollten biologische
Testobjekte (in Eis eingebettete T4-Bakteriophagen (T4)) verwendet werden und die
Kontrastentstehung im Detail verstanden werden. Die Bildentstehung mit Hilfe ei-
ner Zach-PP sollte mit HFPP-Abbildungen der gleichen Objekte verglichen werden.
Insbesondere sollten Artefakte in den Bildern im Detail verstanden werden.

• Für das quantitative Verständnis von experimentellen Zach-PP- und HFPP-Abbildun-
gen sollten Bildsimulationen durchgeführt und die simulierten Bilder mit den ex-
perimentellen Bildern verglichen werden. Hierzu wurde eine bereits bestehende Si-
mulationssoftware für diese Arbeit angepasst und erweitert. Für die Bildsimulatio-
nen mussten realistische Objektwellenfunktionen erstellt werden. Zentral war es au-
ßerdem, realitätsgetreue Phasenschiebungsverteilungen für die unterschiedlichen PP-
Typen zu berechnen oder experimentell zu bestimmen.

• Erstmals sollte eine Zach-PP genutzt werden, um die dreidimensionale Struktur einer
Probe mittels Elektronentomografie zu rekonstruieren.

• Es sollte ein Versuch unternommen werden, die Eigenschaften der einfach herzustel-
lenden und zu nutzenden Zernike-PP zu verbessern und Fringing-Artefakte zu redu-
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1 Einleitung

zieren, die durch die abrupte Lochkante in der BFP verursacht werden. Dazu sollten
Zernike-PP mit gradiertem Lochrand hergestellt und dessen Einfluss auf das Fringing
untersucht werden. Die experimentellen Bilder sollten mit simulierten Bildern vergli-
chen werden, um die Bildentstehung quantitativ zu verstehen.

Die Herstellung von filmbasierten PP ist vergleichsweise einfach durchzuführen, während
die elektrostatische Zach-PP einem relativ komplexen Herstellungsverfahren unterliegen,
welches in Vorgängerarbeiten weitestgehend optimiert wurde [45]. Dennoch mussten die
Herstellungsverfahren in einzelnen Punkten optimiert und um weitere mögliche PP-De-
signs ergänzt werden.
Während die filmbasierten PP relativ einfach in ein Mikroskop zu implementieren sind
und oftmals auch in einfache Aperturhalter eingebaut werden können, benötigen Zach-
PP komplexere Positionierungssysteme und vakuumdichte Kabeldurchführungen für die
Spannungsversorgung. Im Rahmen der Arbeit sollte solch ein Halter für ein Philips CM200
realisiert werden, in dem viele Experimente im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wur-
den.
Die Anwendung von HFPP wird von einigen Herstellern bereits mit fertigen HFPP-Positio-
nierungssystemen ermöglicht. Im Rahmen der Arbeit sollte so ein System für den Einsatz
einer elektrostatischen Zach-PP im JEOL JEM-3200 modifiziert werden.
Die vorliegende Arbeit ist in die nachfolgend beschriebenen Kapitel unterteilt. Kapitel 2
beschäftigt sich zunächst mit den Grundlagen der Phasenkontrast-TEM und der Vorstel-
lung der verschiedenen PP-Konzepte. Kapitel 3 stellt hingegen die zur Herstellung von
PP benötigten Mikrostrukturierungsmethoden vor. Im Kapitel 4 werden die Herstellungs-
verfahren der verwendeten PP vorgestellt sowie die anschließende Implementierung in die
zur Verfügung stehenden Transmissionselektronenmikroskope. Die Anwendung einer Pha-
senplatte wird in Kapitel 5 zusammen mit der zur Auswertung von PP-TEM-Aufnahmen
verwendeten Analysemethoden vorgestellt. Kapitel 6 birgt schließlich die experimentellen
Ergebnisse mit Zach-PP und HFPP in der Kryo-TEM, gefolgt von den Ergebnissen mit kon-
ventionellen und dickengradierten Zernike-PP in Kapitel 7. Die Arbeit schließt mit einer
Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse in Kapitel 8.
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2
Kapitel 2

Grundlagen der Phasenkontrast-
Transmissionselektronenmikroskopie

In diesem Kapitel wird zum einen Phasenkontrast-TEM und zum anderen die Funktionsweise der
im Rahmen der Arbeit verwendeten Transmissionselektronenmikroskope grundlegend erklärt. Dabei
werden die beschriebenen Grundlagen gemäß der im Bereich der Elektronenmikroskopie geläufigen
Fachliteratur zusammengefasst [2, 27, 83, 104]. Zunächst erfolgt in Abschnitt 2.1 die Erläuterung
einzelner Bestandteile und Funktionen eines Transmissionselektronenmikroskops anhand der ver-
wendeten Geräte JEOL JEM-3200 und Philips CM200. Anschließend wird in Abschnitt 2.2 auf
mögliche Wechselwirkungen von Strahlelektronen mit der Probe sowie in Abschnitt 2.3 auf die Kon-
trastübertragung, Bildentstehung und insbesondere die Erzeugung von Phasenkontrast in der TEM
eingegangen. Der Abschnitt 2.4 wird schließlich genutzt, um verschiedene Arten von PP für die
Erzeugung von Phasenkontrast in der TEM zu veranschaulichen und sowohl deren historische Ent-
wicklung als auch den aktuellen Stand der Forschung näher zu beleuchten. Am Ende des Kapitels
erfolgt in Abschnitt 2.5 eine kurze Beschreibung der Besonderheiten der Kryo-TEM und in Abschnitt
2.5.2 der Kryo-Elektronentomografie.
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

2.1 Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops

Ein Transmissionselektronenmikroskop besteht, wie in Abbildung 2.1 schematisch darge-
stellt, im Wesentlichen aus einer Elektronenquelle, einer beleuchtenden und einer abbilden-
den Elektronenoptik sowie einem Leuchtschirm bzw. einer Kamera. Die einzelnen Kom-
ponenten sind in einer evakuierten Elektronensäule vertikal übereinander angeordnet. Die
Erzeugung des Vakuums in der Elektronensäule wird durch ein mehrstufiges Pumpsystem
gewährleistet, sodass Stoßprozesse zwischen Elektronen und Gasmolekülen weitestgehend
vermieden werden. Das mehrstufige Pumpsystem besteht aus einer Vorpumpe, einer Tur-
bomolekularpumpe sowie in der Regel mehreren Ionengetterpumpen und ist dabei so di-
mensioniert, dass der Druck im Bereich der Elektronenquelle möglichst klein ist und keinen
größeren Schwankungen unterliegt. Moderne Geräte verfügen außerdem über eine compu-
tergestützte Steuerung einschließlich eines digitalen Bildaufnahmesystems.
Abhängig von den Anforderungen an das Transmissionselektronenmikroskop, werden die
Elektronen in der Elektronenquelle durch thermionische Emission oder Feldemission er-
zeugt. Die freien Elektronen werden durch eine angelegte Hochspannung, die typischer-
weise zwischen 80 und 300 kV liegt, beschleunigt und zu einem Elektronenstrahl mit de-
finierter Energie gebündelt. Als thermionische Quellen werden W -Filamente und LaB6-
Kathoden bezeichnet, bei welchen freie Elektronen mittels Glühemission erzeugt werden.
Sie sind relativ kostengünstig und finden häufig in der TEM biologischer Proben Anwen-
dung. Feldemissionsquellen (FEG) basieren auf dem quantenmechanischen Tunneleffekt
und emittieren Elektronen durch Anlegen eines hohen elektrischen Feldes aus einer feinen
Metallspitze. FEG verfügen im Vergleich zu einfachen LaB6-Kathoden über eine geringere
Energiebreite der emittierten Elektronen, einen größeren Richtstrahlwert und daher über
eine höhere Kohärenz. Somit werden letztere vorzugsweise in der hochauflösenden TEM
verwendet.
Die hochenergetischen Elektronen durchlaufen nach dem Verlassen der Quelle die beleuch-
tende Optik, welche aus einem System von Kondensorlinsen und -blenden besteht. Sie be-
stimmt maßgeblich die Form, den Durchmesser und den Konvergenzwinkel des Elektro-
nenstrahls, der dann auf das zu untersuchende Objekt trifft. In der konventionellen Trans-
missionselektronenmikroskopie (CTEM) wird meist ein Strahl möglichst parallel verlau-
fender Elektronen zur Beleuchtung der Probe verwendet. Für manche Anwendungen wird
hingegen ein konvergenter Elektronenstrahl benötigt.
Die zu untersuchende Probe muss Elektronentransparenz aufweisen, damit die einfallen-
den Elektronen das Probenmaterial durchlaufen können. Ist das Ausgangsmaterial bereits
elektronentransparent, kann es abhängig von seiner Beschaffenheit auf einen Dünnfilm auf-
gebracht werden, während es andernfalls durch mechanisches Polieren und Ionenätzen auf
etwa 10 bis 100 nm gedünnt werden muss. Die Probe wird anschließend in einem Proben-
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2.1 Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops

Abbildung 2.1: Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops. Schematische Darstellung
der Bestandteile und vereinfachter Strahlengang.

halter positioniert und über eine Schleuse in die evakuierte Säule eingebracht. Der Proben-
halter verfügt über einen dreidimensional justierbaren Feintrieb und in der Regel über eine
Kippvorrichtung um zwei Achsen, die beispielsweise zur Orientierung kristalliner Proben
bezüglich des einfallenden Elektronenstrahls dient.
Die Kontamination der Probe, die durch intensive Bestrahlung von auf der Probenober-
fläche adsorbierten Kohlenwasserstoffen mit hochenergetischen Elektronen entsteht, stellt
ein verbreitetes Problem in der TEM dar. Zur Verminderung von Kontamination befindet
sich der sogenannte Antikontaminator im Bereich der Probe. Dieser beruht auf dem Prin-
zip einer Kühlfalle und besteht aus einem mit flüssigem Stickstoff gekühlten Kupferkäfig.
Restgasmoleküle und desorbierte Kohlenwasserstoffe in der Mikroskopsäule setzen sich be-
vorzugt an der kalten Oberfläche des Antikontaminators ab und dadurch weniger auf der
Probenoberfläche.
Nachdem die Elektronen die Probe durchlaufen haben, erzeugt die Objektivlinse ein Beu-
gungsbild in der hinteren Brennebene BFP und ein Zwischenbild in der ersten Bildebene.
Durch Wahl eines geeigneten Linsenstroms zur Anregung der Zwischenlinse, kann die-
se entweder auf das Zwischenbild oder das Beugungsbild fokussiert werden. Abbildung
2.2 verdeutlicht die Strahlengänge der beiden Betriebsmodi, die auch als Abbildungs- (sie-
he Abbildung 2.2a) und Beugungsmodus (siehe Abbildung 2.2b) bezeichnet werden. Das
Beugungsbild hat eine charakteristische Gestalt und ermöglicht durch seine raumfrequenz-
abhängige Darstellung der Probe detaillierte Rückschlüsse auf deren Struktur. Eine Objek-
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

Abbildung 2.2: Strahlengänge in einem Transmissionselektronenmikroskop für verschiedene
Betriebsmodi nach [104]. Die Objektivlinse erzeugt ein Beugungs- und ein Zwischenbild. Im
Beugungsmodus wird die Zwischenlinse schwach angeregt und ein durch die Projektivlinse
nachvergrößertes Beugungsbild der Probe auf den Leuchtschirm projiziert. Im Abbildungsmo-
dus wird die Zwischenlinse stark angeregt und ein durch die Projektivlinse nachvergrößertes
reales Abbild der Probe auf den Leuchtschirm projiziert.

tivblende, die in die BFP eingebracht wird, ermöglicht eine Kontrasterhöhung der resul-
tierenden Abbildung. Des Weiteren können die an der Abbildung beteiligten Elektronen
durch eine Objektivblende selektiert werden. Demnach entsteht bei der Selektion von ge-
streuten Elektronen, zum Beispiel einem bestimmten Bragg-Reflex bei kristallinen Proben,
eine Dunkelfeld(DF)-Abbildung, während die Selektion von ungestreuten Elektronen, den
sogenannten NS-Elektronen, zu einer Hellfeld(BF)-Abbildung führt.
Durch die Projektivlinse wird abhängig vom gewählten Betriebsmodus das Bild oder das
Beugungsbild nachvergrößert und auf den Leuchtschirm beziehungsweise die Kamera pro-
jiziert. Der Leuchtschirm ist mit einem fluoreszierenden Material beschichtet. Sichtfenster
ermöglichen die Beobachtung des Leuchtschirms. Mittels einer Klappvorrichtung kann der
Leuchtschirm angehoben werden, sodass das Bild beziehungsweise das Beugungsbild auf
die Kamera fällt. Um die verschiedenen Wechselwirkungen der Elektronen mit dem Pro-
benmaterial zur weiteren Analytik der Probe heranzuziehen, kann ein Transmissionselek-
tronenmikroskop mit zusätzlichen Detektoren und Spektrometern ausgestattet werden.
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurden überwiegend an dem
in Abbildung 2.3a dargestellten Philips CM200 und dem in Abbildung 2.3b dargestellten
JEOL JEM-3200 durchgeführt. Die ungefähre Position der einzelnen Bestandteile beider
Transmissionselektronenmikroskope kann anhand der Beschriftung zugeordnet werden.
Während das Philips CM200 hauptsächlich für materialwissenschaftliche Untersuchungen
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2.1 Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops

Abbildung 2.3: Fotografien der verwendeten Transmissionselektronenmikroskope. Die Anord-
nung der einzelnen Bestandteile (Elektronenquelle, beleuchtende und abbildende Elektronen-
optik, Probenhalter/-schleuse, Energiefilter, Leuchtschirm und Kamera) ist verdeutlicht für a)
das Philips CM200 und b) das JEOL JEM-3200.

verwendet wird, ist das JEOL JEM-3200 in der Wadsworth Center 3D-EM-Einrichtung für
die Kryo-TEM biologischer Proben (siehe Abschnitt 2.5) optimiert. Dazu wird sowohl die
Schleusenkammer als auch der Probentisch mit flüssigem Stickstoff gekühlt, sodass bis zu
drei in vitrifiziertem Eis eingebettete biologische Proben für 48 Stunden im Mikroskop ge-
lagert werden können. Der Probentisch verfügt über einen piezoelektrischen Antrieb mit
großer Reichweite, der neben einer feinen Translation der Probe im zu untersuchenden Be-
reich auch eine weitreichende Verschiebung ermöglicht. So kann die Probe zur Justage des
Mikroskops und zur Fokussierung an eine weniger interessante Probenstelle gefahren wer-
den, um den zu untersuchenden Bereich vor Schädigung durch die einfallende Beleuch-
tung zu schützen. Des Weiteren kann der Probentisch in zwei senkrecht zueinander ver-
laufenden Richtungen um einen Winkel von -70◦ bis +70◦ verkippt werden, was für die
Kryo-Elektronentomografie (siehe Abschnitt 2.5.2) verwendet wird. Als weiteren Unter-
schied zum Philips CM200 ist der Ω-Energiefilter zu nennen, der in der Elektronensäule
des JEOL JEM-3200 integriert ist. Dieser verursacht eine Auffächerung der transmittierten
Elektronen in Abhängigkeit ihres Energieverlusts und ermöglicht die Selektion der an der
Abbildung beteiligten Elektronen sowie die Gewinnung analytischer Informationen.
Das JEOL JEM-3200 verfügt außerdem über die Möglichkeit die normale BFP der Objektiv-
linse mit der Brennweite fOL = 5 mm in eine vergrößerte BFP mit der Brennweite fOL =

15,8 mm auf Höhe der ursprünglichen Ebene für die Feinbereichsblende, die für die Fein-
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

bereichsbeugung (SAED) verwendet wird, zu transferieren. In der SAED-Ebene wird nor-
malerweise ein bestimmter Probenbereich, der an der Bildentstehung teilhaben soll, über
eine Blende ausgewählt. Für den Betrieb des JEOL JEM-3200 mit der vergrößerten Bren-
nebene wird das Mikroskop aus dem sogenannten normalen OL-Modus durch Umlegen
eines Kippschalters in den SA-MAG-Modus versetzt (siehe Abbildung 2.4), wodurch sich
die Konfiguration der Linsenströme ändert. Die Objektivminilinse, deren Spulen durch
zusätzliche Windungen für eine höhere Stromaufnahme und die Erzeugung stärkerer Fel-
der modifiziert wurde, wird über eine externe Spannungsquelle betrieben und dient als
Transferlinse [76], um die BFP der Objektivlinse in vergrößerter Form auf die SAED-Ebene
zu übertragen. Die Objektivlinse wird im SA-MAG-Modus ebenfalls angeregt und sorgt für
eine nahezu gleichbleibende Qualität bei der elektronenoptischen Abbildung. Ein großer
Vorteil den die Wechselmöglichkeit zwischen den beiden Modi bietet ist, dass das Mikro-
skop mit zwei unterschiedlichen PP abwechselnd betrieben werden kann. So kann beispiels-
weise eine HFPP in der normalen BFP im OL-Modus betrieben werden und eine Zach-PP
in der vergrößerten BFP im SA-MAG-Modus (siehe Abschnitt 4.1.2 und 4.2.6).

2.2 Wechselwirkung von Elektronen mit einer Probe

Einem Strahl sehr schneller Elektronen, wie er in einem Transmissionselektronenmikroskop
erzeugt wird, kann gemäß des Welle-Teilchen-Dualismus [26] ein Wellencharakter zugeord-
net werden, um zahlreiche Phänomene zu beschreiben. So konnte die Welleneigenschaft
von Elektronen in Beugungsexperimenten [25] und durch Beobachtung von Interferenz-
mustern [53, 77] experimentell nachgewiesen werden. Die Berechnung der Wellenlänge der
Elektronen muss aufgrund ihrer hohen Geschwindigkeit im Elektronenstrahl relativistisch
erfolgen und beträgt

λ =
h√

2m0 e U(1 +
e U

2 m0 c2
)

=
1

|k|
, (2.1)

mit dem Planckschen Wirkungsquantum h, der Lichtgeschwindigkeit c, der Ruhemasse der
Elektronen m0, der Elementarladung e sowie der Beschleunigungsspannung U und dem
Wellenvektor k. Für typische Beschleunigungsspannungen von U = 200 – 300 kV ergeben
sich Wellenlängen im Bereich von λ = 2,51 – 1,97 pm.
Da die Probe in der CTEM in der Regel mit einem Strahl möglichst parallel verlaufender
Elektronen beleuchtet wird, können die einfallenden Elektronen als ebene Welle durch die
Funktion

ψi(r) = a0 · ei(2πkr−ωt), (2.2)
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2.2 Wechselwirkung von Elektronen mit einer Probe

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der elektronenoptischen Konfiguration des JEOL
JEM-3200 bei Betrieb im OL-Modus und SA-MAG-Modus. Durch Abänderung der norma-
len elektronenoptischen Konfiguration im OL-Modus kann die normale BFP der Objektivlinse
im SA-MAG-Modus in eine vergrößerte BFP auf Höhe der SAED-Ebene transferiert werden.
Dazu wird eine modifizierte Objektivminilinse als Transferlinse verwendet. Für bessere elek-
tronenoptische Eigenschaften wird die Objektivlinse auch im SA-MAG-Modus betrieben. So
wird ermöglicht zwei verschiedene PP, z.B. eine HFPP in der normalen BFP und eine Zach-
PP in der vergrößerten BFP, abwechselnd zu betreiben.

mit der Ortskoordinate r, der Zeit t, der Amplitude a0 und der Frequenz der Elektronen-
welle ω0 beschrieben werden. Per Konvention wird der Vorfaktor 2π üblicherweise nicht in
den Wellenvektor integriert, um ein einfacheres Umrechnen zwischen Orts- und Frequenz-
raum durch Kehrwertbildung zu ermöglichen.
Durchläuft die Elektronenwelle das Probenmaterial, kommt es zur Wechselwirkung der
Elektronen mit den Atomen in der Probe. Dadurch ergibt sich an jedem Ortspunkt r = (x,y)

eine von der Probe abhängige Beeinflussung von Amplitude und Phase der Elektronenwel-
le, sodass diese nach dem Austreten aus der Probe bzw. dem Objekt durch die Funktion

ψobj(r) = f(r) · ψi(r) (2.3)

beschrieben werden kann. Die darin enthaltene Funktion

f(r) = [1− a(r)]eiϕ(r) (2.4)
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

wird als Objektwellenfunktion bezeichnet und ist allein abhängig von der Amplitudenmo-
dulation a(r) und der Phasenmodulation ϕ(r), die das Objekt der einfallenden Elektronen-
welle ψi aufprägt. Die Amplitude und Phase von ψi kann in der Regel auf 1 gesetzt werden,
sodass f(r) die Elekronenwelle auf Austrittsebene des Objektes vollständig beschreibt. Die
Kontrastübertragung der Objektwelleninformation bei der Propagation durch das abbil-
dende System, die letzten Endes zur eigentlichen TEM-Abbildung führt, wird in Abschnitt
2.3 genauer beschrieben.
Die Wechselwirkungen zwischen den einfallenden Primärelektronen und dem dünnen Pro-
benmaterial lassen sich grundsätzlich in elastische Prozesse, wie Streuung und Beugung an
den Atomen der Probe, und inelastische Prozesse, die hauptsächlich auf Elektron-Elektron-
Wechselwirkung zurückzuführen sind, unterteilen. Bei der Streuung stoßen die die Probe
durchlaufenden Primärelektron mit den positiv geladenen Atomrümpfen zusammen und
werden durch die Coulomb-Wechselwirkung abgelenkt. Im Wellenbild wird dieser Vorgang
mit der Entstehung von Streuwellen beschrieben. Der Prozess ist elastisch, wenn die ki-
netische Energie und der Impuls des Gesamtsystems erhalten und damit die Wellenlänge
der Elektronenwelle nahezu gleich bleibt. Die inelastische Wechselwirkung, bei der ein Teil
der Energie durch Versetzen der Probenatome in Anregungszustände verloren geht, kann
für analytische Zwecke eingesetzt werden, denn der Energieverlust inelastisch gestreuter
Elektronen weist eine hohe Elementspezifität auf. In TEM-Abbildungen tragen inelastisch
gestreute Elektronen durch die chromatische Aberration der magnetischen Linsen im abbil-
denden System hauptsächlich zu einem ungewünschten Hintergrundsignal bei und werden
oftmals durch einen Energiefilter herausgefiltert.
Streuwahrscheinlichkeit und Streuwinkel hängen stark von der Ordnungszahl der Elemen-
te in der Probe sowie der Probendichte und -dicke ab. Für eine genauere mathematische
Beschreibung der Streuung können sogenannte Streufaktoren herangezogen werden, die
auf der Berechnung spezifischer Atompotenziale basieren [29, 101]. Die Streuung an den
Atomen prägt der einlaufenden Welle in erster Linie eine Amplitudenmodulation auf, die
wiederum stark von der lokalen Elementverteilung in der Probe abhängt. Schwere Elemente
mit hoher Ordnungszahl verursachen dabei eine stärkere Amplitudenmodulation als leich-
te Elemente mit niedriger Ordnungszahl. Obwohl der Bildkontrast in der TEM von weiteren
Faktoren abhängt (siehe Abschnitt 2.3), führt eine stärkere Amplitudenmodulation der Ob-
jektwelle in vielen Fällen zu dunklerem Kontrast in der TEM-Abbildung. Dieses Phänomen
wird daher auch als Massen-Dicken-Kontrast bezeichnet. Durch Einbringen einer Objektiv-
blende in die BFP der Objektivlinse, welche in große Winkel gestreute Elektronen ausblen-
det, kann der Massen-Dicken-Kontrast zusätzlich verstärkt werden.
Die Elektronenbeugung ist ein weiterer Effekt, der auftritt, wenn die Primärelektronenwelle
durch eine kristalline Probe propagiert. In kristallinen Proben sind die Atome periodisch in
einzelnen Kristallebenen angeordnet. Die Lage der Ebenen in der Elementarzelle des Kris-
talls wird durch die Millerschen Indizes hkl angegeben. Dabei kennzeichnen die Millerschen
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2.2 Wechselwirkung von Elektronen mit einer Probe

Indizes einen Vektor im reziproken Raum, welcher einer Schar von Kristallebenen einen be-
stimmten Punkt im reziproken Gitter des Kristalls zuweist. Die reziproken Gittervektoren
sind hierbei senkrecht zur betreffenden Kristallebene orientiert. Damit es zur konstrukti-
ven Interferenz von Elektronenwellen an parallel liegenden Kristallebenen kommt, muss
die Bragg-Bedingung

λ = 2 dhkl sin(θB) (2.5)

erfüllt sein. Der Bragg-Winkel θB hängt dabei von der Wellenlänge λ und den Abständen
der Kristallebenen dhkl ab.
Das Phänomen der Elektronenbeugung ist insbesondere nützlich, um genaue Informatio-
nen über die Kristallstruktur der Probe anhand des Beugungsbildes zu gewinnen. Wie in
Abschnitt 2.1 beschrieben, kann das Transmissionselektronenmikroskop in den Beugungs-
modus versetzt werden, sodass die abbildende Elektronenoptik auf die BFP fokussiert wird,
welche gerade der ersten Beugungsebene entspricht. Gemäß der Fraunhofer-Näherung liegt
die Elektronenwelle in der Beugungsebene als die Fourier-transformierte der Objektwelle,
in Abhängigkeit der Raumfrequenz u, vor. Demnach gilt:

F (u) = F(f(r)) =

∫
f(r)e2πiu·rd(r). (2.6)

Durch die reziproke Proportionalität der Raumfrequenzen u =
1

r
zu den realen Abständen

r in der Probe, befindet sich die Bildinformation von kleinen Strukturen in der Probe bei
großen Raumfrequenzen und die von großen Strukturen bei kleinen Raumfrequenzen.
Die Fourier-transformierte einer durch das periodische Gitter einer Kristallstruktur erzeug-
ten Objektwellenfunktion ergibt selbst ein periodisches Gitter im reziproken Raum. Ist die
Probe also in einer Zonenachse orientiert, sodass sich die Elektronenwelle entlang einer
symmetrischen Kristallachse ausbreitet, liegt die gesamte Information der Kristallstruktur
in einem symmetrischen Punktmuster aus Bragg-Reflexen im Beugungsbild. Auf den zen-
tralen Reflex des Beugungsmusters bei u = 0 fallen demnach die ungebeugten Elektronen,
während die Raumfrequenzen der Bragg-Reflexe der gebeugten Elektronen durch den Be-

trag des Gittervektors ghkl =
1

dhkl
, also dem reziproken Kristallebenenabstand, gegeben

sind. Die notwendige Bedingung, für die eine einfallende Elektronenwelle mit dem Wel-
lenvektor k0 eine perfekt einkristalline Probe wieder verlassen kann, wird von der Laue-
Bedingung abgeleitet und ergibt sich für eine austretende Welle mit Wellenvektor k zu
k− k0 = ghkl + s, wobei der Anregungsfehler s miteinfließt.
Neben der genauen Bestimmung von Kristallebenenabständen aus einem Beugungsbild,
kann dieses auch zur Untersuchung von Abweichungen von der perfekt einkristallinen
Struktur, die beispielsweise durch Versetzungen oder Gitterfehler entstehen, herangezogen
werden.
Neben der Amplitudenmodulation a(r) unterliegt die Objektwelle auch einer Phasenmo-
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

dulation ϕ(r), welche durch das innere Potenzial der Probe V (r,z) hervorgerufen wird. Das
dreidimensionale Potenzial verursacht eine Phasenschiebung der durchlaufenden Elektro-
nenwelle, die sowohl von der Ruheenergie E0 und der kinetischen Energie Ekin als auch
von der Probendicke t abhängt und sich wie folgt berechnen lässt [73]:

ϕ(r) =
πe

λEkin

2(E0 + Ekin)

2E0 + Ekin

∫ t

0
V (r,z)dz. (2.7)

Durch die starke Lokalisation von Ladung an den Atomrümpfen bildet sich ein positives
Potenzial gegenüber den durchlaufenden negativ geladenen Strahlelektronen aus. Durch
die anziehende Wirkung werden die Strahlelektronen beschleunigt und erhalten damit eine
positive Phasenschiebung. Das innere Potenzial wird stark von der Elementzusammenset-
zung des Probenmaterials beeinflusst und nimmt meist mit steigender Ordnungszahl zu,
was auch eine zunehmende Phasenschiebung auf transmittierende Elektronen nach sich
zieht. Amorphe und kristalline Materialien ermöglichen die Einführung eines mittleren Po-
tenzials VMIP (MIP), welches als gleichbleibend über die gesamte Probendicke angenom-
men wird. Mit ihm lässt sich das Integral in Formel 2.7 lösen, sodass für die Phasenschie-
bung nach Einführung einer Wechselwirkungskonstante CE vereinfacht angenommen wer-
den kann:

ϕ(r) =
πe

λE

2(E0 + E)

2E0 + E

∫ t

0
VMIP dz = CE VMIP t. (2.8)

Eine weitere häufig verwendete Formel zur Bestimmung der durch ein amorphes Material
mit einem bestimmtem VMIP verursachten Phasenschiebung drückt die Energien in Formel
2.8, die in die Wechselwirkungskonstanten CE eingehen, durch die Beschleunigungsspan-
nung U und eine Konstante α aus [103]:

ϕ(r) =
π

λU

1 + 2αU

1 + αU
VMIP t, α = 0.9788 · 10−6 1

V
. (2.9)

2.2.1 Näherung schwacher Phasenobjekte

Besteht ein Probenmaterial aus überwiegend leichten Elementen, wie es beispielsweise bei
biologischen Objekten häufig der Fall ist, ist die Amplitudenmodulation der resultieren-
den Objektwelle vernachlässigbar (a ≈ 0) und die Phasenschiebung, der die Elektronen
unterliegen, nur sehr schwach (ϕ(r)� 1 ). Ein solches Objekt wird auch als schwaches Pha-
senobjekt (WPO) bezeichnet. Für ein WPO lässt sich die Exponentialfunktion in Formel 2.4
entwickeln, sodass sich für die Objektwellenfunktion die Näherung

f(r) ≈ 1 + iϕ(r) (2.10)
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2.2 Wechselwirkung von Elektronen mit einer Probe

ergibt. Anhand dieser Näherung wird deutlich, dass die Objektwelle über einen gestreuten
und einen ungestreuten Anteil verfügt, welche gerade um

π

2
phasenverschoben sind. Eine

anschauliche Darstellung der Erzeugung von Phasenkontrast ist anhand des Amplituden-
und Phasendiagramms in Abbildung 2.5 möglich. Die schwarzen Vektoren in Abbildung
2.5a entsprechen Real-und Imaginärteil der Objektwellenfunktion. Der gestreute Anteil der
Objektwelle befindet sich demnach im Imaginärteil. Die Bildintensität in der TEM-Abbil-
dung entspricht in einer vereinfachten Beschreibung ungefähr dem Betragsquadrat der Ob-
jektwellenfunktion, sodass der gestreute Anteil nur in einem quadratischen Term zur Bil-
dintensität beiträgt:

I ∝ |f(r)|2 ≈ |1 + iϕ(r)|2 = 1 + ϕ2(r). (2.11)

Da die Phasenmodulation der Objektwelle sehr klein ist, entspricht die Intensität der Ob-
jektwelle nahezu der Intensität der einlaufenden Welle. Wird der gestreute Anteil einer
zusätzlichen relativen Phasenschiebung von ±π

2
gegenüber dem ungestreuten Anteil un-

terzogen, geht die Phasenmodulation der Objektwelle in einem zusätzlichen linearen Term
in die Bildintensität ein:

I ∝ |1∓ ϕ(r)|2 = 1∓ 2ϕ(r) + ϕ2(r). (2.12)

Wie durch die roten Pfeile in Abbildung 2.5b,c dargestellt, ergibt sich aus einer positiven re-
lativen Phasenschiebung von

π

2
positiver Phasenkontrast und aus einer negativen relativen

Phasenschiebung -
π

2
negativer Phasenkontrast.

Die Berechnung der Bildintensität aus der Objektwellenfunktion ist stark vereinfacht, da
das abbildende Linsensystem des Elektronenmikroskops einen maßgebenden Einfluss auf
die resultierende Abbildung hat. Eine detaillierte Einsicht in die Bildentstehung wird im
nachfolgenden Abschnitt 2.3 gegeben. Es wird anhand der Betrachtungen im Zusammen-
hang mit Abbildung 2.5 jedoch schnell ersichtlich, dass eine zusätzliche relative Phasen-
schiebung zwischen dem gestreuten und ungestreuten Anteil der Objektwellenfunktion

Abbildung 2.5: Amplituden- und Phasendiagramm zur schematischen Darstellung der Ob-
jektwelle eines WPO und Phasenkontrast nach [83]. a) Objektwelle ohne Phasenkontrast. b)
Positive Phasenschiebung des gestreuten Anteils der Objektwelle führt zu positivem Phasen-
kontrast. Das Objekt erscheint dunkel auf hellem Hintergrund im Bild. c) Negative Phasen-
schiebung des gestreuten Anteils der Objektwelle führt zu negativem Phasenkontrast. Das
Objekt erscheint hell auf dunklem Hintergrund im Bild.
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

nötig ist, um die durch das Objekt verursachte Phasenmodulation als Kontrast in der TEM-
Abbildung sichtbar zu machen. Diese zusätzliche Phasenschiebung kann durch Defokus-
sieren der Objektivlinse hergestellt werden, was allerdings auf Kosten der Bildauflösung
geschieht. Dieses Problem war die hauptsächliche Motivation zur Entwicklung von Pha-
senplatten für die TEM, deren unterschiedlichen Konzepte in Abschnitt 2.4 beschrieben
werden.

2.3 Kontrastübertragung im
Transmissionselektronenmikroskop

Die Objektwelle f(r) enthält direkte Informationen über die zu untersuchende Probe im
Transmissionselektronenmikroskop, welche ihr in Form von Amplituden- und Phasenmo-
dulation beim Durchlaufen der Probe aufgeprägt wurden. Die Objektwelle lässt sich jedoch
nicht direkt untersuchen, da sie durch das abbildende Linsensystem in eine Bildwelle g(r)

umgeformt wird. Auf dem Leuchtschirm oder der Kamera des Transmissionselektronenmi-
kroskops verursacht die Bildwelle in den einzelnen Bildpunkten eine Intensität, die gerade
ihrem Betragsquadrat entspricht:

I(r) = |g(r)|2. (2.13)

Der Kontrast C beschreibt die Bildintensität I eines Bildpunktes im Verhältnis zu einer Be-
zugsintensität I0:

C =
I − I0

I0
(2.14)

Als Bezugsintensität eignet sich ein Vakuumbereich im Bild oder ein gleichmäßig heller
Bereich eines Trägerfilmes, auf dem sich das zu untersuchende Objekt befindet. Die Propa-
gierung der Objektwelle durch das abbildende Linsensystem lässt sich mathematisch durch
einen zweistufigen Prozess beschreiben. Wie bereits erwähnt, lässt sich das von der Objek-
tivlinse in der BFP erzeugte Beugungsbild gemäß Gleichung 2.6 als Fourier-transformierte
der Objektwelle F (u) ausdrücken. Während eine Rücktransformation für ein ideales Lin-
sensystem wieder zur Objektwelle selbst führen würde, ist ein reales Linsensystem von Lin-
senfehlern (Aberrationen), einer eventuell eingesetzten Objektivblende und einer Dämp-
fung durch partielle Kohärenz geprägt. Die gesamte Modulation der Objektwelle durch das
abbildende Linsensystem ist darüber hinaus abhängig von der Raumfrequenz u und kann
durch die Kontrasttransferfunktion (CTF) H(u) angegeben werden, die auf die Fourier-
transformierte der Objektwelle wirkt:

G(u) = F (u) ·H(u). (2.15)
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2.3 Kontrastübertragung im Transmissionselektronenmikroskop

Durch Rücktransformation in den Ortsraum ergibt sich schließlich die Bildwelle, welche ge-
rade der Faltung der Objektwelle mit der Fourier-transformierten h(r) der CTF entspricht:

g(r) = f(r)⊗ h(r). (2.16)

Die Funktion h(r) wird auch als Punktspreizfunktion PSF bezeichnet und ordnet der Ob-
jektwelle in jedem Punkt ein durch das Linsensystem verursachtes Fehlerscheibchen im Bild
zu.
Wie oben bereits angedeutet, lassen sich die Eigenschaften der CTF auf drei Ursachen zurück-
führen, sodass sie in drei separate Terme zerlegt werden kann. Die Modulation durch Lin-
senfehler des abbildenden Systems lässt sich durch die Aberrationsfunktion B(u) beschrei-
ben, während der Einfluss der Objektivblende über die AperturfunktionA(u) und die Dämp-
fung durch partielle Kohärenz der Elektronen über die Dämpfungsfunktion E(u) beschrie-
ben wird. Demnach gilt für die CTF:

H(u) = B(u)A(u)E(u) (2.17)

Die einzelnen Anteile der CTF sollen im Folgenden genauer beschrieben werden.

2.3.1 Die Aberrationsfunktion

Die Linsenfehler des abbildenden Systems prägen der Elektronenwelle eine raumfrequenz-
abhängige Phasenschiebung auf. Bei der Bildaufnahme auf dem Schirm oder mit der Kame-
ra gehen Informationen über die Phasenschiebung durch das Linsensystem und die Phase
der Objektwelle wiederum verloren. Den stärksten Einfluss haben dabei die Linsenfehler
der Objektivlinse, die bei der Erstellung des ersten Zwischenbildes wirken. Der Einfluss
des nachvergrößernden Projektivlinsensystems ist um den Vergrößerungsfaktor der Objek-
tivlinse abgeschwächt und in den meisten Fällen vernachlässigbar. Das liegt daran, dass der
Einfluss der Linsenfehler mit zunehmendem Streuwinkel zunimmt und die Streuwinkel für
das Projektivlinsensystem um den Vergrößerungsfaktor der Objektivlinse verkleinert sind.
Die Aberrationen der Objektivlinse gehen über die Wellenaberrationsfunktion χ(u) in einer
komplexen Exponentialfunktion in die Aberrationsfunktion B(u) ein:

B(u) = e−iχ(u) (2.18)

Anhand der komplexen Exponentialfunktion wird auch deutlich, dass das Linsensystem
ausschließlich auf die Phase der Objektwellenfunktion wirkt. Einen starken Einfluss auf die
Wellenaberrationsfunktion hat dabei die sphärische Aberration, die auch als Öffnungsfehler
der Linse bezeichnet wird. Durch sie werden Elektronen bei unterschiedlichen Einfallswin-
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2 Grundlagen der Phasenkontrast-Transmissionselektronenmikroskopie

keln in die Linse in unterschiedliche Ebenen fokussiert und erhalten dadurch in der Ka-
meraebene eine zusätzliche Phasenschiebung. Die Stärke der sphärischen Aberration wird
durch

χCS
(u) =

π

2
CSλ

3u4 (2.19)

angegeben, wobei CS die sphärische Aberrationskonstante ist [104].
Der Defokus ∆f stellt eine weitere Aberration dar. Er entsteht wenn die Objektivlinse nicht
genau auf die Objektebene fokussiert ist, z.B. durch eine Änderung der Probenposition oder
einem nicht optimal eingestellten Linsenstrom. Auch durch den Defokus wird der Elektro-
nenwelle eine zusätzliche Phasenschiebung aufgeprägt:

χ∆f (u) = π∆fλu2 (2.20)

Die gesamte Wellenaberrationsfunktion setzt sich dann aus den einzelnen Anteilen zusam-
men:

χ(u) = π∆fλu2 +
π

2
CSλ

3u4. (2.21)

Der Vollständigkeit halber sei erwähnt, dass noch zahlreiche weitere Faktoren die Wellena-
berrationsfunktion beeinflussen. So ist hier zum Beispiel der zweizählige Astigmatismus
oder das axiale Koma zu nennen. Sowohl der Astigmatismus als auch das Koma wird
durch eine sorgfältige Justage des Mikroskops möglichst gering gehalten, sodass sie nur
einen untergeordneten Einfluss gegenüber der sphärischen Aberration haben und nur bei
sehr hohen Vergrößerungen eine Rolle spielen. Da im Rahmen der Arbeit hauptsächlich bei
geringer Mikroskopvergrößerung gearbeitet wurde, wird an dieser Stelle nicht weiter auf
diese Aberrationen eingegangen. Es sei darüber hinaus noch erwähnt, dass die sphärische
Aberration durch eine spezielle Elektronenoptik korrigiert werden kann [42]. Die für die-
se Arbeit verwendeten Mikroskope (siehe Abschnitt 2.1) sind allerdings nicht mit einem
derartigen CS-Korrektor ausgestattet.

2.3.2 Die Aperturfunktion

Anhand der AperturfunktionA(u) kann die Objektivblende in der BFP beschrieben werden,
durch welche Raumfrequenzen oberhalb einer Grenzfrequenz uG abgeschnitten werden:

A(u) =

{
1, |u| ≤ uG

0, sonst.
(2.22)

Für die Berechnung der Grenzfrequenz einer Blende mit dem Radius rB gilt:

uG =
rB

λ · f
. (2.23)
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2.3 Kontrastübertragung im Transmissionselektronenmikroskop

Häufig kann die Aperturfunktion außer Acht gelassen werden, da die CTF gerade bei großen
Vergrößerungen durch Einfluss der Dämpfung bereits unter der Grenzfrequenz stark abge-
fallen ist.

2.3.3 Dämpfung durch partielle Kohärenz

Auf den Wellencharakter von Elektronen wurde bereits in Abschnitt 2.2 in Kontext mit Glei-
chung 2.1 eingegangen. Ein typisches für Wellen geltendes Phänomen ist die Kohärenz.
Ein aus einer Elektronenquelle emittiertes Elektron ist naturgemäß mit sich selbst kohärent.
Werden mehrere Elektronen aus der Quelle emittiert, unterscheiden dieses sich zu einem
gewissen Maße in ihrer Energie und dem Winkel, unter dem sie abgestrahlt werden. Dies
führt letztendlich zu geringfügigen Abweichungen der Bildwellen eines jeden einzelnen
Elektrons. Hinzu kommt, dass jede Bildwelle minimalen Schwankungen der Linsenströme
des abbildenden Systems ausgesetzt ist und so jede einzelne Bildwelle unter leicht unter-
schiedlichen Abbildungsbedingungen durch das Linsensystem des Mikroskops propagiert.
Bei der TEM-Aufnahme werden die Bildwellen der einzelnen Elektronen, die unter leicht
unterschiedlichen Bedingungen erzeugt wurden, inkohärent aufsummiert. Die Bildwellen
selbst bestehen dabei aus einer kohärenten Überlagerung ihrer ungestreuten und gestreu-
ten Anteile. Dieses Phänomen wird auch als partielle Kohärenz beschrieben. Man unter-
teilt dabei die Schwankungen, denen das abbildende System des Mikroskops unterliegt, in
räumliche und zeitliche Faktoren. Die Dämpfungsfunktion der partiellen Kohärenz E(u)

kann demnach durch räumliche (engl. spatial) Kohärenz Es(u) und zeitliche (engl. temporal)
Kohärenz Et(u) ausgedrückt werden [34]:

E(u) = Es(u) · Et(u). (2.24)

Eine reale Elektronenquelle emittiert Elektronen durch ihre räumliche Ausdehnung unter
leicht unterschiedlichen Winkeln, sodass diese unter einem gewissen Winkel zur optischen
Achse auf die Probe treffen. Diese Abweichung wird durch den Semikonvergenzwinkel β0

beschrieben. Das Resultat ist eine raumfrequenzabhängige Dämpfung, die als räumliche
Envelope Es bezeichnet wird. Für eine gaußförmige Winkelverteilung mit Halbwertsbreite
β0 gilt:

Es(u) = exp

[(
β0

2λ

)2(∂χ(u)

∂u

)2
]

= exp

[
−
(
πβ0

λ

)2 (
∆fλu+ CSλ

3u3
)2]

. (2.25)

Aus Schwankungen des Linsenstroms IL, der Beschleunigungsspannung U und der Breite
der Energieverteilung der Elektronen Ee beim Austritt aus der Quelle entsteht die partielle
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zeitliche Kohärenz. Die genannten Schwankungen führen zur Abweichung δ des Fokus-
Wertes gemäß der Gleichung:

δ = CC

√
4

(
σ(IL)

IL

)2

+

(
σ(U)

U

)2

+

(
σ(Ee)

Ee

)2

. (2.26)

Dabei bezeichnet σ die einzelnen Schwankungen von IL, U und Ee. Der Faktor CC be-
schreibt die Konstante der chromatischen Aberration der Objektivlinse. Die durch die zeit-
liche partielle Kohärenz hervorgerufene Dämpfungsfunktion ergibt sich zu:

Et(u) = exp

[
−δ

2

2

(
∂χ(u)

∂∆f

)2
]

= exp

[
−1

2

(
πλδu2

)2]
. (2.27)

Aus den Gleichungen wird ersichtlich, dass über den Einfluss des Defokuswertes die Dämp-
fungsfunktion der räumlichen partiellen Kohärenz optimiert werden kann, während die
Dämpfungsfunktion der zeitlichen partiellen Kohärenz einzig von den Parametern des Mi-
kroskops abhängt.

2.3.4 Die Phasenkontrasttransferfunktion

Betrachtet man ausschließlich WPO welche die in Abschnitt 2.2.1 beschriebene Näherung
erfüllen, kann die CTF in die Phasenkontrasttransferfunktion (PCTF) umgewandelt wer-
den. Die PCTF ermöglicht einen anschaulicheren Zugang zum Kontrasttransfer in einem
Transmissionselektronenmikroskop. Eine Herleitung der PCTF erfolgt nach [81, 104]. Nach
den Gleichungen 2.13 und 2.16 ergibt sich für die Intensität unter Berücksichtigung der
WPO-Näherung aus Gleichung 2.10:

I(r) = |g(r)|2 = |f(r)⊗ h(r)|2 = |1⊗ h(r) + iϕ(r)⊗ h((r))|2. (2.28)

Nach dem Faltungstheorem kann die Faltung zweier Funktionen als das Produkt ihrer Fou-
riertransformierten ausgedrückt werden, sodass

1⊗ h(r) = F−1
[
δ(u) · e−iχ(u)

]
= 1 (2.29)

angenommen werden kann. Die Fourier-transformierte der 1 ergibt dabei gerade die Delta-
Funktion δ(u). Damit kann die Intensität als

I(r) = 1 + ϕ(r)⊗ i [h(r)− h∗(r)] +O(ϕ2) = 1− ϕ(r)⊗ 2 · Im [h(r)] +O(ϕ2), (2.30)
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mit der komplex Konjugierten der PSF h∗(r), ausgedrückt werden. Da ein WPO nur eine
schwache Phasenschiebung ϕ(r) verursacht, können die quadratischen Terme vernachläs-
sigt werden. Für die Fourier-transformierte der Bildintensität ergibt sich unter nochmaliger
Verwendung des Faltungstheorems:

I(u) = δ(u)− ϕ(u) · 2 · Im [H(u)] . (2.31)

Unter Berücksichtigung der Symmetrie zwischen Real- und Imaginärteil der PSF h(r) [99]
gilt:

Im [H(u)] = F [Im [h(r)]] . (2.32)

Demzufolge charakterisiert der Imaginärteil der CTF H(u) bei Vorliegen eines WPO die
Weitergabe der Phaseninformation im optischen System des Mikroskops in Abhängigkeit
von der Raumfrequenz u und definiert daher die sogenannte Phasenkontrasttransferfunk-
tion PCTF T (u):

T (u) = −2 · Im [H(u)] = 2 sin (χ(u))A(u)E(u). (2.33)

Anhand der PCTF kann also berechnet werden, wie stark die Phaseninformation eines Ob-
jektes mit einer bestimmten Raumfrequenz u zur Bildintensität beiträgt. Für die Bildinten-
sität Ĩ(u) in Abhängigkeit der Raumfrequenzen u gilt unter Berücksichtigung der WPO-
Näherung in Gleichung 2.10 [104]:

Ĩ(u) = F (I(r)) = 1 + T (u)ϕ̃(u) = 1 + 2 sin (χ(u))A(u)E(u)ϕ̃(u) (2.34)

Wird die Dämpfungsfunktion E(u) und die Aperturfunktion A(u) vernachlässigt, hängt
die PCTF allein vom Sinus der Wellenaberrationsfunktion χ(u) in Gleichung 2.21 ab und ist
damit eine oszillierende Funktion, welche Werte zwischen +2 und -2 annimmt. Dementspre-
chend erscheint die Bildinformation eines Teils der Raumfrequenzen mit positivem (hellem)
Kontrast in der TEM-Abbildung, während andere Raumfrequenzen negativen (dunklen)
Kontrast zeigen. Durch den sinusförmigen Verlauf der PCTF werden die Bildinformationen
großer Strukturen mit kleinen Raumfrequenzen nur schwach übertragen und gehen für
|u| ≈ 0 nahezu vollständig verloren, während sie für kleine Strukturen mit betragsmäßig
größeren Raumfrequenzen gut übertragen werden. Der erste Nulldurchgang der PCTF wird
als Punktauflösung des Transmissionselektronenmikroskops bezeichnet und gibt die Raum-
frequenz an, bis zu der der Kontrast im entstehenden Bild direkt interpretierbar ist. Für
Raumfrequenzen oberhalb der Punktauflösung wird der Kontrast in der Regel vom oszil-
lierenden Charakter der PCTF dominiert.
Eine häufig angewandte Methode zur Verbesserung der Kontrastübertragung von Bildin-
formationen eines WPO bei niedrigen Raumfrequenzen ist die Defokussierung der Objek-
tivlinse. Dabei verschiebt sich die Punktauflösung zu niedrigeren Raumfrequenzen, was
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Tabelle 2.1: Ausgewählte Parameter der im Rahmen der Arbeit verwendeten Transmissions-
elektronenmikroskope.

Mikroskopparameter CM200 JEM-3200 (OL-/SA-MAG-Modus)
Sphärische Aberration CS 1,2 mm 5,2 mm/5,29 mm

Chromatische Aberration CC 1,2 mm 3,9 mm/4,19 mm
Kathodentyp FEG FEG
Focal spread δ 6,5 nm 8 nm

Semikonvergenzwinkel β0 0,2 mrad 0,4 mrad
Hochspannung U 200 kV 300 kV

Wellenlänge λ 2,51 pm 1,97 pm
Scherzer-Defokus ∆fS -63 nm -117 nm/-118 nm

Optimaler PP-Defokus ∆fPP -40 nm -74 nm

gleichzeitig zu einem schnelleren Anstieg der PCTF in der Nähe von |u| ≈ 0 führt. Eine
Verschlechterung der Bildqualität durch die verringerte Punktauflösung ist bei dieser Me-
thode jedoch als nachteilig anzusehen. Des Weiteren treten in defokussierten Abbildungen
sogenannte Fresnel-Säume an den Grenzen der abgebildeten Objekte auf.
Bei einem geschickt gewählten Defokuswert lässt sich der Verlauf der PCTF soweit optimie-
ren, dass möglichst viele Raumfrequenzen mit gutem Kontrast übertragen werden. Scherzer
fand im Jahre 1949 heraus, dass ein idealer Kontrastübertrag erzielt werden kann, wenn die
als Argument der Sinusfunktion in die PCTF eingehende Wellenaberrationsfunktion χ(u)

über einen möglichst großen Raumfrequenzbereich Werte in der Nähe von π
2 annimmt [86].

Um das zu erreichen, muss die Wellenaberrationsfunktion die beiden folgenden Bedingun-
gen erfüllen:

χ(u) = −2π

3
und

dχ(u)

du
= 0. (2.35)

Mit der Wellenaberrationsfunktion in Gleichung 2.21 ergibt sich damit für den sogenannten
Scherzer-Defokus

∆fS = −
√

4

3
CSλ, (2.36)

welcher sich durch sein negatives Vorzeichen im Bereich des Unterfokus befindet und dem
positiven Term, der die sphärische Aberration beinhaltet, teilweise entgegenwirkt. Die wich-
tigsten Parameter der im Rahmen der Arbeit verwendeten Transmissionselektronenmikro-
skope sind in Tabelle 2.1 aufgeführt.
Eine grafische Darstellung der PCTF T (u) (blau) aus Gleichung 2.33 und der Dämpfungs-
funktion E(u) (rot) bei verschiedenen Defokuswerten für das JEOL JEM-3200 und das Phi-
lips CM200 ist in Abbildung 2.6 gezeigt. Da sich die elektronenoptischen Parameter des
JEOL JEM-3200 (siehe Tabelle 2.1) bei Betrieb im SA-MAG-Modus nur schwach vom OL-
Modus unterscheiden, wird für die Berechnung der PCTF vom OL-Modus ausgegangen.
Es sei jedoch erwähnt, dass aufgrund der Verwendung der Objektivminilinse als Transfer-

22
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linse im SA-MAG-Modus nur Mikroskopvergrößerungen bis 22 kx erzielt werden können.
Abbildung 2.6a,b zeigt die PCTF bei dem jeweiligen Scherzer-Defokus ∆fS für a) das JEOL
JEM-3200 (∆fS = -117 nm) und b) das Philips CM200 (∆fS = -63 nm). Beide Kurven zei-
gen ein breites Raumfrequenzband mit gutem Kontrasttransfer bis zum ersten Nulldurch-
gang der PCTF. Bei der PCTF für das JEOL JEM-3200 liegt sowohl die Punktauflösung als
auch das Informationslimit, an welchem der Kontrasttransfer durch die Dämpfungsfunk-
tion auf Null abgefallen ist, bei einer etwas niedrigeren Raumfrequenz als für das Philips
CM200. Dies lässt sich durch den deutlich höheren CS-Wert des JEOL JEM-3200 erklären
(siehe Tabelle 2.1). Abbildung 2.6c,d zeigt die PCTF der beiden Mikroskope für einen Un-
terfokus von ∆f = -1000 nm, die im Vergleich mit der PCTF des jeweiligen Gerätes bei
Scherzer-Defokus (siehe Abbildung 2.6a,b) einen deutlich steileren Anstieg bei niedrigen
Raumfrequenzen aufweist. Gleichzeitig wird aber auch die Punktauflösung und das In-
formationslimit stark verringert. Bei der Wahl eines Überfokus von ∆fS = 500 µm (siehe
Abbildung 2.6e,f) beginnt die PCTF mit einem invertierten Vorzeichen bei sonst ähnlichem
Verlauf. Dementsprechend kann durch geeignete Wahl des Defokus eine Kontrastumkehr
der Phaseninformation in der Abbildung erreicht werden.
Wie im Kontext der Abbildung 2.6 anschaulich beschrieben, ist die Defokussierung der
Objektivlinse eine brauchbare Methode zur Verstärkung des Kontrasttransfers bei niedri-
gen Raumfrequenzen, die allerdings gleichzeitig einige Nachteile mit sich bringt. Aufgrund
der Nullstelle der sinusförmigen PCTF bei u = 0 ist der Kontrasttransfer kleiner Raum-
frequenzen notwendigerweise schlecht. Mit einer möglichst hohen Defokussierung kann
ein deutlich steilerer Anstieg der PCTF ermöglicht werden, was aber unausweichlich zur
Verschlechterung der Auflösung und Verstärkung der Dämpfung durch partielle Kohärenz
führt. Beispielsweise liegt die Punktauflösung des JEOL JEM-3200 bei einem Unterfokus
von ∆f = -1000 nm bei unter 1 nm-1 (siehe Abbildung 2.6c), während sie bei Scherzer-
Defokus bei etwa 3,5 nm-1 liegt. Darüber hinaus kommt es in der TEM-Abbildung bei star-
kem Defokus zu einer Delokalisierung der Bildinformation bei hohen Raumfrequenzen.
Dies führt zu einer Missinterpretation der Abbildung, da die Position der darin enthal-
tenen Bildinformation von der realen Position im abgebildeten Objekt abweicht. Da die
Delokalisation in erster Linie von der Steigung der PCTF abhängt [72], nimmt sie mit zu-
nehmendem Defokus zu und betrifft besonders die hohen Raumfrequenzen oberhalb der
Punktauflösung stark. Einen guten Kontrasttransfer bei niedrigen Raumfrequenzen zu er-
reichen und dabei die nachteiligen Effekte der Defokussierung zu vermeiden war eine der
Hauptmotivationen zur Entwicklung von PP für die TEM [8], deren Konzepte in Abschnitt
2.4 detailliert besprochen werden.
Aufgrund des durch die PCTF definierten Kontrasttransfers, mit gut und schlecht übertra-
genen Raumfrequenzen, ist es anhand einer einzigen TEM-Aufnahme nicht möglich, die
komplette Information des abgebildeten Objekts bis zum von der partiellen Kohärenz be-
stimmten Informationslimit vollständig zu gewinnen. Verschiedene Techniken ermöglichen
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Abbildung 2.6: Grafische Darstellung der PCTF T (u) (blau) unter Berücksichtigung der
Dämpfungsfunktion E(u) (rot) für a,c,e) das JEOL JEM-3200 und b,d,f) das Philips CM200
bei verschiedenen Defokuswerten. a,b) PCTF bei dem gerätespezifischem Scherzer-Defokus
von a) ∆fS = -117 nm und b) ∆fS = -63 nm. Ein möglichst großer Raumfrequenzbe-
reich wird mit gutem Kontrast übertragen. c,d) PCTF bei einem Unterfokus von ∆f =
-1000 nm. Der Kontrasttransfer niedriger Raumfrequenzen ist erhöht, während sich die Punk-
tauflösung zu niedrigeren Raumfrequenzen verschiebt. e,f) PCTF bei einem Überfokus von
∆f = 500 nm. Das Vorzeichen der PCTF im Überfokus ist invertiert gegenüber der PCTF
im Unterfokus. Zur Darstellung benötigte Mikroskopparameter können Tabelle 2.1 entnom-
men werden.
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es jedoch aus einer Bildserie, die bei unterschiedlichen Bedingungen aufgenommen wurde
und unterschiedliche Raumfrequenzbereiche mit gutem Kontrast überträgt, möglichst viel
Bildinformation zu generieren. Auf diese Weise lässt sich die Objektwelle nahezu vollständig
iterativ rekonstruieren. Neben einer Defokusserie [10] können dazu auch PP-Aufnahmen
[13, 45] oder die Methode der Off-Axis-Holografie [63] verwendet werden.
Einen experimentellen Zugang zur PCTF bietet das Diffraktogramm, welches durch Berech-
nung der Fourier-Transformation der Bildintensität einer TEM-Aufnahme (Ĩ(u) = F{I(r)})
erstellt werden kann. Es beinhaltet das Quadrat der PCTF in radialer Darstellung und da-
mit wichtige Informationen über die Wellenaberrationsfunktion χ(u) und die damit ver-
knüpften Abbildungsbedingungen. Die maximale Raumfrequenz, bis zu der das Diffrak-
togramm dargestellt wird, ist durch die sogenannte Nyquist-Frequenz ν = 1

2x gegeben,
wobei x für die Pixelgröße der verwendeten Kamera bei einer bestimmten Mikroskopver-
größerung steht. An dieser Stelle sei noch erwähnt, dass für Kameras mit fasergekoppelten
Szintillatoren in bestimmten Fällen die Modulationstransferfunktion (MTF) berücksichtigt
werden muss, welche die Bildintensität von strukturellen Abmessungen der Probe in der
Größenordnung der Pixelgröße x einer Dämpfung unterzieht [102].
Abbildung 2.7a zeigt eine TEM-Aufnahme eines amorphen Kohlenstoff(aC)-Films bei ei-
nem Unterfokus von -500 nm, welche das typische körnige Erscheinungsbild eines amor-
phen Materials aufweist. Das zugehörige Diffraktogramm ist geprägt von hellen und dunk-
len Ringen, die nach F. Thon als Thon-Ringe bezeichnet werden und den Extrema (hell) und
Nulldurchgängen (dunkel) der PCTF zuzuordnen sind. Wie die Anzahl der Extrema der
PCTF erhöht sich auch die Anzahl der Thon-Ringe bei zunehmender Defokussierung. Bei
genauer Kenntnis der sonstigen Mikroskopparameter, kann die Position der Thon-Ringe
zur Bestimmung des Defokus sowie der Phasenschiebungs- und Astigmatismus-Werte her-
angezogen werden (siehe Abschnitt 5.2.1), welche für die Diskussion des entstehenden Kon-
trasts in einer TEM-Aufnahme eine übergeordnete Rolle spielen.
Da die PCTF nur für den Kontrasttransfer von WPO eine brauchbare Näherung darstellt,
muss sorgfältig evaluiert werden, ob die Amplitudeninformation der Objektwelle vernach-
lässigbar ist (a(r) = 0). Ist dies nicht der Fall, muss eine detailliertere Betrachtung durch-
geführt werden, welche sowohl Amplituden- als auch Phaseninformation der Objektwel-
le bei der Bildentstehung berücksichtigt. Führt das abgebildete Objekt nur zu einer sehr
schwachen Amplitudenänderung der transmittierten Elektronenwelle, kann ähnlich der
PCTF eine genäherte Kontrasttransferfunktion für die Amplitudeninformation der Objekt-
welle eingeführt werden, welche proportional zu 2 cos(χ) verläuft. Aus dem kosinusförmi-
gen Verlauf der Transferfunktion wird direkt ersichtlich, warum Amplitudeninformation
auch ohne Defokussierung mit gutem Kontrast übertragen wird.

25
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Abbildung 2.7: TEM-Aufnahme eines aC-Films am Philips CM200 und zugehöriges Diffrak-
togramm. a) Die TEM-Aufnahme bei ∆f = -500 nm zeigt die amorphe Struktur des aC-
Films. b) Das zu a) gehörige Diffraktogramm zeigt helle und dunkle Thon-Ringe sowie eine
Dämpfung im Bereich hoher Raumfrequenzen.

2.4 Phasenplatten in der Transmissionselektronenmikroskopie

Dieser Abschnitt wird zur Einführung in den Themenbereich der PP für die TEM genutzt.
Dabei soll nicht nur auf die theoretische Funktionsweise von physikalischen PP eingegan-
gen werden, sondern auch auf deren historische Entwicklung sowie den aktuellen Stand der
Forschung. Aufgrund ihrer besonderen Zweckmäßigkeit haben sich dünnfilmbasierte und
elektrostatische PP-Konzepte in der praktischen Anwendung weitestgehend durchgesetzt.
Darüber hinaus wurden jedoch bereits einige weitere Ansätze und Ideen zur Realisierung
einer PP vorgeschlagen, die in diesem Kapitel kurz aufgezeigt werden.

2.4.1 Theoretische Funktionsweise physikalischer Phasenplatten

Bei der Herleitung der PCTF in Abschnitt 2.3.4 wird ersichtlich, dass die bei kleinen Raum-
frequenzen gelegene Phaseninformation von großen Objekten bei der Bildentstehung in der
CTEM nur unzureichend übertragen wird. Der Grund dafür ist der sinusförmige Charak-
ter der PCTF und der dadurch geringe Kontrasttransfer bei niedrigen Raumfrequenzen.
Der Kontrasttransfer von Phaseninformation bei niedrigen Raumfrequenzen kann jedoch
gesteigert werden, wenn eine relative Phasenschiebung ϕPP zwischen gestreuten und un-
gestreuten Elektronen bzw. den jeweiligen Anteilen der Elektronenwelle hergestellt wird.
Dadurch verändert sich der Phasenwert in der Exponentialfunktion der Aberrationsfunkti-
on:

B(u) = e−iχ(u) · eiϕPP(u) = eiχPP(u). (2.37)
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Dadurch ergibt sich für die Wellenaberrationsfunktion:

χPP(u) = π∆fλu2 +
π

2
CSλ

3u4 + ϕPP(u). (2.38)

Die Phasenschiebung wird idealerweise so gewählt, dass die Sinusfunktion der PCTF in
eine Kosinusfunktion übergeht, was für WPO gerade bei ±π/2 der Fall ist:

TPP(u) = 2 sin
(
χ(u)± π

2

)
A(u)E(u) = 2 cos (χ(u))A(u)E(u). (2.39)

Für einen optimalen Kontrasttransfer der Bildinformation eines WPO muss eine ideale PP
dementsprechend eine Phasenschiebung von entweder

ϕPP(u) =

{
±π

2 , u = 0

0, |u| > 0,
(2.40)

auf die ungestreuten Elektronen im NS oder

ϕPP(u) =

{
±π

2 , u = 0

0, |u| > 0,
(2.41)

auf die gestreuten Elektronen induzieren. Um eine negative relative Phasenschiebung zu
erreichen, muss also entweder eine Retardierung der Phase der NS-Elektronen oder eine
Avancierung der Phase der gestreuten Elektronen erzielt werden. Abbildung 2.8 zeigt eini-
ge Beispiele für die PCTF der verwendeten Geräte JEOL JEM-3200 und Philips CM200 un-
ter Berücksichtigung einer induzierten Phasenschiebung. Schon die Abbildungen 2.8a,b bei
Scherzer-Defokus und einer relativen Phasenschiebung von ϕPP = +π

2 zeigen einen starken
Kontrasttransfer für kleine Raumfrequenzen und zwar ohne dass eine starke Defokussie-
rung nötig ist. Der von der Phasenschiebung verursachte kosinusförmige Verlauf der PCTF
ist klar ersichtlich. Im Gegensatz zu den vergleichbaren Abbildungen 2.6a,b ohne Phasen-
schiebung fällt jedoch auf, dass der erste Nulldurchgang der PCTF in beiden Graphen be-
reits bei mittleren Raumfrequenzen liegt, nämlich etwa 1,75 nm-1 für das JEOL JEM-3200
und 2,1 nm-1 für das Philips CM200. Der Scherzer-Defokus ist bei Vorliegen einer zusätzli-
chen Phasenschiebung nicht mehr als ideal anzusehen, um ein möglichst breites Transfer-
band in der PCTF zu erzielen. Beim Einsatz von PP ist vielmehr ein Defokus von

∆fPP = −0,73
√
CSλ (2.42)

als optimal anzusehen [14]. Dies ergibt für das JEOL JEM-3200 einen Wert von ∆fPP =

-74 nm und für das Philips CM200 einen Wert von ∆fPP = -40 nm. Die zugehörigen PCTF
sind in den Abbildungen 2.8c,d dargestellt und zeigen ein breiteres Transferband bis hin
zu deutlich höheren Raumfrequenzen. Unter Annahme einer negativen relativen Phasen-
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schiebung von ϕPP = -π2 (siehe Abbildungen 2.8e,f) wird das Vorzeichen der PCTF inver-
tiert. Dementsprechend erscheint auch die Bildinformation mit invertiertem Kontrast in der
TEM-Abbildung. Bei direktem Vergleich der Abbildungen 2.8c-f mit induzierter Phasen-
schiebung mit den PCTF ohne Phasenschiebung und bei Scherzer-Defokus in den Abbil-
dungen 2.6a,b wird deutlich, dass der Einsatz von PP mit einer geringfügigen Verschlechte-
rung der Punktauflösung einhergeht. Da das Haupteinsatzgebiet von PP allerdings häufig
in der Abbildung von verhältnismäßig großen WPO mit Bildinformation bei sehr kleinen
Raumfrequenzen liegt, ist dieser Nachteil nur selten in der Praxis wahrzunehmen.

2.4.2 Historische Entwicklung und Stand der Forschung

Die Problematik des schwachen Kontrasts biologischer Objekte, welche hauptsächlich aus
leichten Materialien wie C und H2O bestehen, bei der Abbildung in einem Transmissions-
elektronenmikroskop ist so alt wie die im Jahre 1931 erstmals eingesetzte Methode der TEM
selbst. Die heute noch überwiegend zur Kontraststeigerung angewandte Defokussierung
der Objektivlinse (siehe Abschnitt 2.3.4) bei der Abbildung solcher WPO war ebenfalls früh
bekannt. Schon damals wurden die Nachteile dieser Methode, nämlich der Verlust von
Auflösungsvermögen und die nicht zu vernachlässigende Delokalisierung von Bildinfor-
mationen bei starkem Defokus, die insgesamt zu einer Verschlechterung der Bildqualität
führen, äußerst kritisch betrachtet. Ähnliche Probleme waren bereits aus der Lichtmikro-
skopie bekannt, wenn die Abbildung transparenter Objekte angestrebt wurde. Die von F.
Zernike im Jahr 1942 eingeführten λ/4-Plättchen [107], die in die BFP des Lichtmikroskops
eingebaut werden und gestreute Photonen einer Phasenschiebung von π/2 unterziehen, bo-
ten dabei eine adäquate Abhilfe. H. Boersch zog erstmals 1947 in Betracht, die von Zernike
etablierte Methode in der TEM einzusetzen [8]. Als naheliegendste Möglichkeit zur Realisie-
rung einer Phasenschiebung zwischen gestreuten und ungestreuten Elektronen in der BFP
eines Transmissionselektronenmikroskops wurden damals schon Dünnfilme oder elektro-
statische Felder vorgeschlagen. Die ersten Vorstöße zur Realisierung einer Dünnfilm-PP [5,
54, 79] deuteten eine prinzipielle Machbarkeit an, scheiterten jedoch lange Zeit an mangel-
haften Mikrostrukturierungsmöglichkeiten sowie unkontrollierter Aufladung und Konta-
mination des Dünnfilms in der BFP. Aufgrund einer stetigen Verbesserung der verfügbaren
Mikrostrukturierungsmethoden, die eine immer feinere Bearbeitung von Dünnfilmen er-
möglichten, und schließlich auch durch die Entwicklung des FIB, konnte eine erste funk-
tionierende Dünnfilm-PP schließlich im Jahre 2001 entwickelt werden [14]. Die Entwickler
Danev und Nagayama bezeichneten diesen PP-Typ in Anlehnung an das historische Vor-
bild als Zernike-PP. Der Aufbau der vorgestellten Zernike-PP basiert auf einem Dünnfilm
aus aC, der mit einer genau vorbestimmten Dicke hergestellt wurde, sodass er transmittie-

28



2.4 Phasenplatten in der Transmissionselektronenmikroskopie

Abbildung 2.8: Grafische Darstellung der PCTF T (u) (blau) unter Berücksichtigung der
Dämpfungsfunktion E(u) (rot) und einer zusätzlichen Phasenschiebung ϕPP für a,c,e)
das JEOL JEM-3200 und b,d,f) das Philips CM200 bei verschiedenen Defokuswerten. a,b)
PCTF bei Scherzer-Defokus ∆fS und für eine positive Phasenschiebung von ϕPP = +π/2.
Aufgrund der zusätzlichen Phasenschiebung hat die PCTF einen kosinusförmigen Verlauf.
Die Punktauflösung befindet sich bei mittleren Raumfrequenzen. c,d) PCTF bei einem für
die Anwendung von PP optimalem Defokus ∆fPP und für eine positive Phasenschiebung
von ϕPP = +π/2. Ein möglichst großer Raumfrequenzbereich wird mit gutem Kontrast
übertragen. e,f) PCTF bei einem für die Anwendung von PP optimalem Defokus und für ei-
ne negative Phasenschiebung von ϕPP = -π/2. Bei negativer Phasenschiebung verläuft die
PCTF mit umgekehrtem Vorzeichen. Zur Darstellung benötigte Mikroskopparameter können
Tabelle 2.1 entnommen werden.
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renden Elektronen durch das MIP des aC eine Phasenschiebung entsprechend Gleichung
2.9 aufprägt. Der NS wird durch ein FIB-strukturiertes Loch geführt, sodass die Phasen-
schiebung des Dünnfilmes nur auf die gestreuten Elektronen wirkt. Bei geeigneter Dicke
des aC-Films ist das Ergebnis die gewünschte relative Phasenschiebung von ϕPP = π

2 zwi-
schen gestreuten und ungestreuten Elektronen in der BFP.
Um das zweite von Boersch vorgeschlagene PP-Konzept zu realisieren, bei dem eine rela-
tive Phasenschiebung durch ein elektrostatisches Potenzial in einer Ringelektrode hervor-
gerufen werden sollte, war ein noch deutlich aufwendigerer Herstellungsprozess nötig. So
musste zuerst eine mikroskopisch kleine Elektrodenstruktur hergestellt werden, die zum
einen stabil in das Mikroskop implementiert werden kann und zum anderen möglichst we-
nig Information in der BFP blockiert. Zwar konnte bereits 1996 theoretisch gezeigt werden,
dass das elektrostatische Potenzial im von Boersch vorgeschlagenen Ringelektroden-Design
eine homogene Phasenschiebung der durchlaufenden Elektronen verursacht [73], die erste
experimentelle Realisierung konnte jedoch erst im Jahre 2006 durch Schultheiss et al. am
Laboratorium für Elektronenmikroskopie (LEM) des KIT erbracht werden [91].
Die heute gebräuchlichen PP gehen zurück auf die ursprünglich vorgeschlagenen Konzepte
und lassen sich auch heute noch überwiegend in filmbasierte (HFPP, Zernike-, Hilbert-PP)
und elektrostatische Ansätze (Zach-PP) kategorisieren. Eine schematische Darstellung der
vier geläufigsten PP-Konzepte kann Abbildung 2.9 entnommen werden. Eine ideal funk-
tionierende PP gibt es noch nicht und die bereits etablierten PP-Typen bringen allesamt
ihre spezifischen Probleme mit sich. Diese sind beispielsweise Aufladung und Kontami-
nation der PP sowie störende Artefakte, die von der intransparenten PP-Struktur in der
BFP herrühren. Trotzdem konnten bereits beeindruckende Ergebnisse dank der kontrast-
steigernden Wirkung von PP erzielt werden, sodass einige Mikroskophersteller sogar kom-
merziell erwerbbare PP-Systeme für ihre Mikroskope anbieten, die meist auf dem Konzept
der Zernike-PP oder der HFPP beruhen. Im Folgenden werden die filmbasierten und elek-
trostatischen PP-Konzepte genauer beleuchtet und der aktuelle Stand der Forschung vorge-
stellt. Darüber hinaus wird ein kurzer Überblick über weitere vielversprechende Ideen zur
Realisierung einer PP gegeben.

Filmbasierte Phasenplatten

Filmbasierte PP nutzen das MIP eines strukturierten Dünnfilmes aus, um eine Phasenschie-
bung zu erzeugen. Die Phasenschiebung die den durchlaufenden Elektronen aufgeprägt
wird, ist stark abhängig von ihrer Energie sowie der Dicke und dem Material des ver-
wendeten Films. Sie kann mittels Gleichung 2.9 berechnet werden. Als Material kommt
häufig gut leitfähiger aC zum Einsatz, welcher durch ein verhältnismäßig geringes MIP von
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Abbildung 2.9: Zusammenfassung der gängigen PP-Konzepte. Die physikalische PP wird in
die BFP des Mikroskops eingebracht und verursacht eine Phasenschiebung zwischen unge-
streuten und gestreuten Elektronen. Die schematisch dargestellten PP-Konzepte lassen sich
in strukturierte (Zernike, Hilbert) und unstrukturierte (HFPP) filmbasierte PP sowie elek-
trostatische (Zach) PP kategorisieren.

VMIP ≈ 9 V charakterisiert ist [14]. Die auch heute noch gebräuchlichste Form einer struktu-
rierten Dünnfilm-PP ist die in Abbildung 2.10a dargestellte Zernike-PP, bei der ungestreute
NS-Elektronen durch ein mikrostrukturiertes Loch im Dünnfilm geführt werden, sodass
nur die gestreuten Elektronen eine Phasenschiebung beim Durchlaufen des Dünnfilmes er-
fahren. Bei einer idealen PP würden alle gestreuten Elektronen eine Phasenschiebung erfah-
ren und alle ungestreuten Elektronen von der PP unberührt bleiben. Aufgrund des endli-
chen NS-Durchmessers, muss das Loch der Zernike-PP jedoch groß genug gewählt werden,
um den NS nicht zu blockieren.
Aus diesem Grund transmittiert auch immer ein gewisser Anteil an gestreuten Elektronen,
sodass erst Elektronen ab einer gewissen Cut-on-Frequenz uC die angestrebte Phasenschie-
bung erhalten. Die Phasenschiebung der Zernike-PP in Abhängigkeit von der Raumfre-
quenz ist gegeben durch:

ϕPP,Zernike =

{
0, u < uC

π
2 , u ≥ uC.

(2.43)

Die Cut-on-Frequenz uC kann anhand des Durchmessers der Zernike-PP durch Gleichung
2.23 berechnet werden. Raumfrequenzen unterhalb der Cut-on-Frequenz erfahren demnach
keine Phasenschiebung und profitieren dadurch nicht von einer Kontrastverstärkung durch
die Zernike-PP.
Eine weitere Variante einer Dünnfilm-PP ist die sogenannte Hilbert-PP (siehe Abbildung
2.10b,c), bei der die gestreuten Elektronen in der BFP durch einen Dünnfilm laufen, der
lediglich einen Halbraum abdeckt. Die Dicke des Filmes muss so dimensioniert werden,
dass die Phasenschiebung ϕPP = π beträgt [15, 19]:

ϕPP,Hilbert =

{
0, u < uC

π, u ≥ uC.
(2.44)
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Abbildung 2.10: REM-Aufnahmen mit SE von filmbasierten PP. a) Eine Zernike-PP mit ei-
nem Lochdurchmesser von 750 nm. b) Hilbert-PP, die über den kompletten Durchmesser einer
Pt-Blende mit einem Lochdurchmesser von 70 µm strukturiert wurde. c) Acht Hilbert-PP, die
zwischen einzelne Maschen eines Au-Netzes in einen dünnen aC-Film strukturiert wurden.
Die Maschenweite ist 100 µm.

Durch die asymmetrische PP-Struktur ist eine Phasenschiebung von ϕPP = π nötig, damit
ein kosinusförmiger Verlauf der PCTF entsteht.
Dünnfilm-PP sind relativ einfach herzustellen und die Implementation in das Transmis-
sionselektronenmikroskop ist mit vergleichsweise wenig Aufwand durchführbar. Zudem
konnten bereits einige Ergebnisse veröffentlicht werden, bei denen gerade die Zernike-PP
zu einer erheblichen Kontraststeigerung von biologischen Objekten führte [11, 17, 37].
Trotzdem geht die Verwendung von Dünnfilm-PP auch mit einigen Nachteilen einher, die
vorwiegend die Bildqualität der aufgenommenen TEM-Abbildungen betrifft. Beispielswei-
se degradiert der Dünnfilm nach ein paar Stunden Benutzung im Mikroskop relativ rasch
und muss regelmäßig ausgetauscht werden. Die Beleuchtung mit hochenergetischen Elek-
tronen führt zu Kontamination und elektrostatischer Aufladung, welche die angestrebte
Phasenschiebung der PP negativ beeinflusst [20, 23, 24]. Die Verwendung alternativer Ma-
terialien zur Dünnfilm-Herstellung [30–32, 70] sowie einer Heizung, die die PP während
des Einsatzes bei erhöhten Temperaturen hält und Kontamination entgegenwirkt [20], hat
sich zur Verlängerung der möglichen Anwendungsdauer als hilfreich erwiesen.
Ein weiteres Problem, das der Einsatz von strukturierten Dünnfilm-PP wie der Zernike-PP
mit sich bringt, ist die oben erwähnte Cut-on-Frequenz. Sie limitiert die maximale Größe
der Objekte, die mit Phasenkontrast abgebildet werden können. Darüber hinaus sorgt die
abrupte Kante des Zernike-PP-Loches und der damit verbundene abrupte Anstieg des Pha-
senschiebungsprofils in der BFP für die Entstehung von Fringing-Artefakten. ”Fringing“tritt
in Form von Intensitätsoszillationen auf, die sich ringförmig, vom Rand der abgebildeten
Objekte ausgehend, ausbreiten [16]. Die entstehenden Fringing-Artefakte erscheinen beson-
ders stark bei kleinen Cut-on-Frequenzen. Sie beeinflussen die direkte Interpretierbarkeit
des Bildes und lassen sich nur bedingt mit rechnergestützter Bildbearbeitung reduzieren
[18].
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Abbildung 2.11: Rotierende Zernike-PP zur Reduzierung von Bildartefakten [60].
Die Zernike-PP wird mit einem Durchmesser d1 hergestellt. Mittels eines Piezo-
Positionierungssystems wird die Zernike-PP in eine schnelle Rotationsbewegung versetzt.
Die rotierende Zernike-PP erhält durch die Rotationsbewegung einen effektiven Lochdurch-
messer von d2.

Interessante experimentelle Ansätze ermöglichen eine Reduzierung der Artefakte durch die
in Abbildung 2.11 dargestellte gleichmäßige Rotation einer Zernike-PP mit großem Loch-
durchmesser d1 (großer Cut-on-Frequenz) um den NS [60]. In einer zeitgemittelten Auf-
nahme entsteht durch die Rotationsbewegung ein kleinerer effektiver Lochdurchmesser d2.
Die mit dieser Methode aufgenommen TEM-Abbildungen weisen deutlich schwächere Ar-
tefakte auf und profitieren von der Phasenschiebung kleiner Raumfrequenzen durch die
Verkleinerung des effektiven Lochdurchmessers. Alternativ kann zur Realisierung dieser
Methode auch die Beleuchtung rotiert werden, während die Zernike-PP an einer festen Po-
sition verbleibt.
Im Rahmen dieser Arbeit wird noch eine weitere Möglichkeit zur Reduktion von Artefakten
bei TEM-Abbildungen mit Zernike-PP untersucht (siehe Kapitel 7). Dabei wird die in Ab-
bildung 2.12a dargestellte konventionelle Zernike-PP mit einem Dickengradienten an der
Lochkante versehen (siehe Abbildung 2.12b). Durch den graduellen Anstieg der Filmdicke
entsteht im Idealfall ein glattes Phasenschiebungsprofil ohne abrupte Kante, was zu einer
reduzierten Intensität der entstehenden Artefakte führt.
Bei unstrukturierten filmbasierten PP, sogenannten HFPP oder Volta-PP [21, 67], ist die bis-
her als problematisch angesehene elektrostatische Aufladung ein nützlicher Effekt. Dabei
wird ein durchgängiger aC-Film ohne eine strukturierte Öffnung in die BFP eingebracht,
wo sich durch die Beleuchtung des aC-Films mit dem intensiven NS ein geladener Bereich
(”Fleck“) ausbildet, welcher eine Phasenschiebung der ungestreuten NS-Elektronen verur-
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Abbildung 2.12: Konventionelle und dickengradierte Zernike-PP. Schematische Darstellung
a) einer konventionellen und b) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Dickengradien-
ten in der BFP der Objektivlinse.

sacht. Der geladene Fleck kann entweder durch die Deposition vonC-haltiger Kontaminati-
on verursacht werden, was durch die Dickenänderung zu einer positiven Phasenschiebung
ϕPP führt [50]. Eine negative Aufladung und Phasenschiebung entsteht, wenn Kontami-
nation unterbunden wird und eine lokale Absenkung der Austrittsarbeit von Elektronen
im aC-Film durch elektronenstimulierte Desorption von H2O-Molekülen auf der Filmober-
fläche induziert wird [49]. Das Profil der vom geladenen Fleck erzeugten Phasenschiebung
ähnelt dem Intensitätsprofil des NS, erstreckt sich aber insbesondere im Fall negativer La-
dung bis zu höheren Raumfrequenzen [80]. Durch den langsamen Anstieg der Phasenschie-
bung werden die im Zusammenhang mit Zernike-PP beschriebenen ringförmigen Artefak-
te weitestgehend verhindert, was als eine positive Eigenschaft der HFPP zu werten ist. Des
Weiteren ist die maximale Objektgröße, die mit Phasenkontrast abgebildet wird, nicht an
eine bestimmte Cut-on-Frequenz gebunden. Auf der anderen Seite verursacht der langsam
ansteigende Gradient des Phasenprofils der HFPP einen hellen Saum um das abgebildete
Objekt [67, 80]. Dieser Saum wird in Anlehnung an den Halo-Effekt aus der Lichtmikrosko-
pie [44] als Halo bezeichnet.
Im Vergleich zur Zernike-PP, bei der die Phasenschiebung durch die Filmdicke festgelegt
ist, ist die exakte Phasenschiebung bei der HFPP schwerer zu kontrollieren. Sie hängt von
experimentellen Parametern wie dem NS-Durchmesser, der Bestrahlungszeit und der Ober-
flächenchemie des HFPP-Films ab. Eine grobe Justage der Phasenschiebung kann jedoch
durch eine Heizvorrichtung über die Temperatur des HFPP-Films erfolgen, worüber Ein-
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fluss auf die Oberflächenchemie des Films genommen werden kann.
HFPP sind mittlerweile kommerziell erhältlich und wurden in zahlreichen Veröffentlichun-
gen erfolgreich für die Einzelpartikel-Rekonstruktion [12, 22], die tomografische Rekon-
struktion von Proteinen [56, 62] und ganzen Zellen [4, 64] sowie in der Festkörperphysik
[58] eingesetzt. Für einen detaillierteren Einblick in die bisherigen Erkenntnisse über HFPP
kann ein Übersichtsartikel [69] herangezogen werden.
Trotz alledem gibt es noch einige verbleibende Probleme im Zusammenhang mit der Ver-
wendung einer HFPP, die besonders im Zusammenhang mit der ausgeprägten Strahlungs-
empfindlichkeit biologischer Objekte entstehen. Kryo-TEM ist vorteilhaft für biologische
Objekte, da die Bewegung von Atomen reduziert ist. Die Justage des Mikroskops wird meist
in einem für die eigentliche Untersuchung uninteressantem Probenbereich durchgeführt.
Dies geht in der Regel mit einer Verschiebung des beleuchtenden Elektronenstrahls einher,
wobei eine Verkippung des Einfallswinkels bestmöglich vermieden werden soll. Für die-
se Methode ist eine besonders sorgsame Justage der Elektronenoptik nötig, damit der NS
seine Position auf dem geladenen Fleck der HFPP beibehält [38]. Darüber hinaus muss der
HFPP-Halter hinreichend stabil sein, damit es nicht zu einem Wegdriften der HFPP bzw.
des geladenen Flecks kommt. Da die Phasenschiebung der HFPP nur indirekt durch die
Temperatur, bei der die HFPP betrieben wird, beeinflusst werden kann und zwischen ver-
schiedenen HFPP-Filmen variieren kann, besteht immer noch Bedarf an einer PP mit in-situ
einstellbarer Phasenschiebung mit besserer Eignung für quantitative Anwendungen. Eine
potentielle PP-Variante, die diese Eigenschaften mit sich bringt, ist die elektrostatische PP,
die im Folgenden beschrieben wird.

Elektrostatische Phasenplatten

Bei elektrostatischen PP wird ein stark lokalisiertes abstimmbares elektrostatisches Feld ver-
wendet, um die Phase zwischen gestreuten und ungestreuten Anteilen der Elektronenwel-
le zu schieben. Um die ursprünglich von Boersch vorgeschlagene Ringelektrode zu reali-
sieren, wurden etliche Ansätze verfolgt [3, 7, 9, 52, 91, 93]. Die Variante von Schultheiss
[91] besteht aus drei Stegen, die zu einer ringförmigen Elektrodenstruktur aus Au führen.
Zur Isolation und Abschirmung kommen isolierende Materialien (Si3N4, Al2O3) und ei-
ne äußere Au-Schicht zum Einsatz. In einem der Stege verläuft eine Zuleitung, um eine
Spannung an die Ringelektrode legen zu können. Die beiden anderen Stege dienen der Sta-
bilisation. Anlegen einer Spannung UPP verursacht ein konstantes elektrostatisches Feld im
Inneren der Ringelektrode, das den NS-Elektronen eine spannungsabhängige Phasenschie-
bung aufprägt [73]. Da durch den endlich großen Durchmesser der Ringelektrode ebenfalls
ein kleiner Anteil der schwach gestreuten Elektronen propagieren, lässt sich anhand des
inneren Ringdurchmessers über Gleichung 2.23 eine Cut-on-Frequenz uC1 berechnen. Der
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Abbildung 2.13: REM-Aufnahme mit SE einer Zach-PP. a) Die Zach-PP besteht aus ei-
nem freitragenden Steg, der die Elektrode beinhaltet und sich in einer Apertur mit dem
Durchmesser von 90 µm befindet. a) Die vergrößerte Aufnahme der Zach-PP-Spitze zeigt
den fünfschichtigen Aufbau des Steges und die freiliegende Elektrode.

äußere Durchmesser der Ringelektrode definiert die zweite Cut-on-Frequenz uC2. Die Elek-
tronen, die zu Raumfrequenzen zwischen den beiden Cut-on-Frequenzen gestreut werden,
treffen auf die Elektrodenstruktur und werden blockiert. Für die Phasenschiebung einer
Boersch-PP ergibt sich demnach:

ϕPP,Boersch =

{
ϕPP(UPP), u < uC1

0, u ≥ uC2.
(2.45)

In der Praxis hat sich die aufwendige Elektrodenstruktur der Boersch-PP insbesondere auf-
grund ihrer großen Abmessungen und den drei stabilisierenden Stegen nicht bewährt. Die
Blockade von Elektronen in der BFP behindert den Bildentstehungsprozess und führt in der
Regel zu starken Artefakten in der TEM-Abbildung.
Die bis heute vielversprechendste elektrostatische PP ist die Zach-PP [90], welche im Rah-
men dieser Arbeit zum Einsatz gekommen ist und in den REM-Aufnahmen in Abbildung
2.13 dargestellt ist. Sie besteht aus einer Apertur mit nur einem freistehenden Steg, welcher
sich bis zum Zentrum der Apertur erstreckt (siehe Abbildung 2.13a). Der Steg besteht aus
einem fünfschichtigen Aufbau und beinhaltet eine offene Au-Elektrode. Durch die isolie-
renden Si3N4- und Al2O3-Schichten und die aufgebrachte Au-Abschirmung erinnert der
Steg an ein Koaxialkabel mit offenem Ende. Wird eine Spannung an die Elektrode ange-
legt, baut sich ein stark lokalisiertes elektrostatisches Potenzial an der Spitze des Steges auf.
Aufgrund des asymmetrischen Aufbaus ist das entstehende Potenzial inhomogen, was im
Vergleich zum homogenen Potenzial in der Ringelektrode der Boersch-PP als Nachteil an-
gesehen werden kann. Dafür kommt es durch den einzelnen schmalen Zach-PP-Steg nur zu
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einer vergleichsweise geringen Blockade von Elektronen, was gegenüber der großflächigen
Elektrodenstruktur der Boersch-PP ein signifikanter Vorteil ist. Durch Positionierung der
Zach-PP-Spitze in der Nähe des NS in der BFP wird den ungestreuten Elektronen eine Pha-
senschiebung aufgeprägt, während gestreute Elektronen unbeeinflusst bleiben. Der Wert
der induzierten Phasenschiebung kann über die angelegte Spannung und den Abstand zwi-
schen PP-Spitze und NS kontrolliert werden. Das Vermögen einer Zach-PP den Phasenkon-
trast verschiedener Proben effektiv zu steigern wurde bereits durch Veröffentlichungen be-
legt [35, 48]. Als allgemeine Nachteile der elektrostatischen Zach-PP kann neben der bereits
genannten inhomogenen Phasenschiebungsverteilung und der Blockade einzelner Raum-
frequenzbereiche durch den PP-Steg, der aufwendige Herstellungsprozess und eine gele-
gentlich vorkommende Aufladung der PP-Struktur genannt werden.
Eine mögliche Realisierung einer elektrostatischen PP, mit der blockierende Strukturen der
Elektrode in der BFP gänzlich vermieden werden können, ist die anamorphotische PP [89].
Sie basiert auf einer schlitzförmigen Blende mit integrierter Elektrode, welche in einer stark
langgezogenen BFP eine Phasenschiebung zwischen ungestreuten und gestreuten Elektro-
nen generiert. Um jedoch eine derart langgezogene BFP zu erhalten, bedarf es einer speziel-
len Elektronenoptik, die bisher nicht realisiert werden konnte. Eine große Anzahl weiterer
PP-Konzepte wurde neben den hier vorgestellten PP-Typen hinaus in der Literatur vorge-
schlagen und können einem Übersichtsartikel von Glaeser entnommen werden [40].

2.5 Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie

In der Kryo-TEM werden meist biologische Proben bei tiefen Temperaturen von unter 150 °C
in einem Transmissionselektronenmikroskop untersucht. Das Transmissionselektronenmi-
kroskop muss dabei über eine mit flüssigemN2 gekühlte Probenbühne verfügen sowie über
eine spezielle Schleuse, durch die die Probe entsprechend gekühlt eingeschleust werden
kann. Auch bei der Abbildung biologischer Proben gibt es einige Punkte zu beachten, die
hauptsächlich mit ihrer hohen Strahlungsempfindlichkeit zusammenhängen. So führt eine
zu lange Belichtung schnell zur Beschädigung der Probe. Der Elektronenstrahl wird daher
bei Nichtverwendung ausgeblendet und alle Arten der Kalibrierung des Mikroskops wer-
den in einem für die Untersuchung uninteressanten Bereich der Probe durchgeführt. Die
Beleuchtungsintensität wird möglichst gering gehalten und häufig kommt ein Direktelek-
tronendetektor als Kamerasystem zum Einsatz, welcher eine 10 bis 100 mal höhere Sen-
sitivität als herkömmliche szintillatorbasierte CCD-Kamerasysteme aufweist. Für die im
Rahmen der Arbeit aufgenommenen Kryo-TEM-Abbildungen wurden jeweils 20 Einzel-
bilder mit einer Belichtungszeit von 0,2 s aufgenommen, deren Intensitäten dann zu einem
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Gesamtbild mit 4 s Belichtungszeit aufsummiert wurden. Die Beleuchtungsintensität wur-
de auf 9 e-/px/s eingestellt, was in einer Gesamtelektronendosis von 8 – 12 e-/Å2 für die
Kryo-TEM-Abbildungen resultiert.
Ein entscheidender Vorteil bei der Kryo-TEM biologischer Proben gegenüber der herkömm-
lichen TEM bei Raumtemperatur entsteht aus der Art der Probenpräparation. Da Proben
aus dem Bereich der Lebenswissenschaften generell einen hohen Anteil an H2O aufwei-
sen, müssen sie entsprechend präpariert werden, damit sie in das Vakuum des Transmis-
sionselektronenmikroskops eingeschleust werden können. Bei Raumtemperatur zu unter-
suchenden Proben wird in einem aufwendigen Verfahren das H2O entzogen und durch
einen Kunststoff ersetzt. Des Weiteren erfolgt häufig eine Kontrastierung mit einem Kon-
trastmittel wie beispielsweise C4H6O6U . Während dieses Verfahrens kommt es häufig zu
strukturellen Veränderungen der biologischen Probe, die mit einem Verlust von Informa-
tionen und einer erschwerten Interpretierbarkeit der aufgenommenen TEM-Abbildungen
einhergeht. Abbildung 2.14a zeigt eine TEM-Aufnahme einer auf diese Weise präparierten
Probe aus Humane-Immundefizienz-Virus(HIV)-artigen Partikeln. Die Partikel lassen sich
mit deutlichem Kontrast erkennen, aber eine innere Struktur ist kaum ersichtlich. Bei der
Kryo-Probenpräparation wird das enthaltene Wasser der Probe durch Eintauchen in eine
kryogene Flüssigkeit schockartig in vitrifiziertes Eis umgewandelt. Bei diesem auch Vi-
trifizierung genannten Vorgang entsteht ein glasartiges Eis und die Kristallisation bleibt
durch das schlagartige Herunterkühlen aus. Durch die ausbleibende Kristallisation kommt
es auch nicht zur Ausdehnung des Eises, sodass der strukturelle Aufbau der biologischen
Probe unversehrt bleibt. Abbildung 2.14b zeigt eine TEM-Aufnahme einer mit Abbildung
2.14a vergleichbaren Probe, die durch Kryo-Probenpräparation hergestellt wurde. Es lässt
sich deutlich die innere Struktur der virusartigen Partikel erkennen.

2.5.1 Kryo-Probenpräparation

Verschiedene Arten von Kryo-Probenpräparation werden für biologische Proben eingesetzt.
Beispielsweise können Schnittpräparate von vitrifiziertem biologischem Gewebe mit ei-
nem FIB oder einem Mikrotom erstellt werden. Proben aus einzelnen Partikeln werden
häufig aus einer Suspension hergestellt. Dazu wird beispielsweise ein TEM-Netz mit ei-
nem löchrigen aC-Film als Trägermaterial in die Partikelsuspension eingetaucht, sodass sich
ein Tropfen am TEM-Netz bildet. Wie in Abbildung 2.15 dargestellt, wird überschüssige
Flüssigkeit mit einem Filterpapier aufgesogen, sodass nur ein einheitlich dünner Film der
Partikelsuspension auf dem TEM-Netz übrig bleibt. Die Vitrifizierung erfolgt durch Eintau-
chen in flüssiges Ethan bei -183 °C, welches wiederum durch flüssigen N2 (-196 °C) mög-
lichst weit unter den Siedepunkt von -89°C gekühlt wird. Somit wird die Probe vitrifiziert,
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Abbildung 2.14: Gegenüberstellung zweier Methoden zur Probenpräparation biologischer Ob-
jekte anhand von TEM-Aufnahmen von HIV-artigen Partikeln [28]. Die TEM-Aufnahmen
zeigen die Partikel nach Probenpräparation durch a) Negativkontrastierung mit C4H6O6U
und b) Kryo-Fixierung.

bevor es durch die eingebrachte Wärme zu übermäßigem Verdampfen des Ethans kommt.
Das direkte Eintauchen in flüssiges N2 ist insofern nachteilig, als das es sich bereits sehr
Nahe an seinem Siedepunkt befindet und die Wärme der eingebrachten Probe zu einem
schlagartigen Verdampfen des flüssigen N2 führt. Um die Probe entsteht eine isolierende
gasförmige Schicht aus N2, sodass die Herabkühlung zu langsam erfolgt und das Wasser
der Probe teilweise kristallisiert.

2.5.2 Kryo-Elektronentomografie

Bei der Kryo-Elektronentomografie werden mit einem verkippbaren Probenhalter TEM-
Aufnahmen einer Kryo-Probe bei verschiedenen Kippwinkeln erstellt. Typischerweise wird
die Probe in 1 – 2°-Schritten in einem Kippwinkelbereich von -60° bis +60° verkippt, wobei
für jeden Schritt eine TEM-Aufnahme erfolgt. Auf der Probe befinden sich meist Markie-
rungspartikel ausAu, mit deren Hilfe die einzelnen Bilder einer Kippserie ausgerichtet wer-
den können. Mittels spezieller Software kann aus der Kippserie ein Tomogramm rekonstru-
iert werden, welches die Betrachtung einzelner Schnitte durch die Probe ermöglicht. Aus
den Schnitten können die Abgrenzungen der Strukturen segmentiert werden, wodurch ein
dreidimensionales Abbild der Probe entsteht.
Da für die Kippserien zur Rekonstruktion eines Tomogramms etwa 60 TEM-Abbildungen
der strahlungsempfindlichen Probe nötig sind, muss die Beleuchtungsintensität entspre-
chend niedrig gewählt werden. Die in Abschnitt 6.2 gezeigten Tomogramme wurden bei
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Abbildung 2.15: Schematische Darstellung der Kryo-Probenpräparation. Die zu untersuchen-
den Partikel liegen in Suspension vor. Ein Cu-Netz mit einem aC-Lochfilm wird in die Sus-
pension getaucht und nimmt einen Tropfen davon auf. Mit einem Filterpapier wird ein Teil der
Flüssigkeit aufgenommen, sodass ein möglichst dünner Film der Partikelsuspension entsteht
(Schritt 1). Durch Eintauchen der Probe in flüssiges Ethan bei -183 °C wird diese vitrifiziert,
also in einen amorphen, glasartigen Zustand versetzt (Schritt 2).

einer Beleuchtungsintensität von weniger als 1 e-/px/s aufgenommen, was einer Gesamt-
elektronendosis von etwa 80 e-/Å2 für die komplette Kippserie entspricht.
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3 Kapitel 3

Techniken zur Herstellung von
Phasenplatten

Die technische Realisierung von PP für die TEM, deren kleinste Abmessungen nur wenige hun-
dert Nanometer betragen, erfordert eine Vielzahl moderner Mikrostrukturierungsmethoden. Dieses
Kapitel dient der Erläuterung der während des Herstellungsprozesses verwendeten Techniken, wie
der Elektronenstrahllithografie (ESL), der Strukturierung mit einem fokussierten Ionenstrahl (FIB),
der Dünnschichttechnologie sowie verschiedener Ätzverfahren. Des Weiteren wird die Rasterelektro-
nenmikroskopie (REM) vorgestellt, die sowohl während der Herstellung als auch zur Analyse der
gefertigten PP verwendet wird. Die zur Herstellung verwendeten Geräte, Chemikalien und Mate-
rialien sind in den entsprechenden Verzeichnissen auf S. 185 und 187 aufgelistet.
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3 Techniken zur Herstellung von Phasenplatten

3.1 Fotolithografie

Zur Herstellung von Rohlingen für elektrostatische PP kommt die Methode der Fotolitho-
grafie, eine weit verbreitete Technik zu Herstellung von Mikrostrukturen, zum Einsatz.
Dabei wird ein lichtsensitiver Lack auf ein Substrat aufgetragen und an den durch eine
Fotomaske definierten Stellen mit ultravioletter (UV) Strahlung belichtet. Während die be-
lichteten Lackstellen bei Positivlacken depolymerisiert werden, werden sie bei Negativla-
cken polymerisiert. In einem Entwicklerbad werden dadurch entweder die belichteten Stel-
len gelöst und die unbelichteten Stellen bleiben zurück (positive Lithografie) oder nur die
belichtete Stellen bleiben zurück (negative Lithografie). Mit der so erhaltenen Lackmaske
können dann weitere Materialbeschichtungen oder Ätzprozesse durchgeführt werden. Die
für die beschriebenen Prozesse notwendigen Geräte und Techniken werden im Folgenden
kurz vorgestellt.

3.1.1 Rotationsbeschichtung

Die Rotationsbeschichtung ist eine Methode zur gleichmäßigen Auftragung von dünnen
Lackschichten auf ein Substrat mit einer Lackschleuder (engl. spin coater). Die Funktions-
weise ist in Abbildung 3.1 veranschaulicht. Ein gereinigtes Substrat, z.B. ein Wafer, wird
auf dem Probenteller der Lackschleuder mittels Ansaugen fixiert. Der Fotolack wird mit ei-
ner Pipette auf das Substrat aufgebracht (siehe Abbildung 3.1a) und großflächig verteilt bis
alle Stellen bedeckt sind. Im Anschluss wird der Motor der Lackschleuder gestartet und der
Probenteller mit dem darauf liegenden Substrat wird mit einigen hunderten bis tausenden
Umdrehungen pro Minute um die eigene Achse rotiert. Wie in Abbildung 3.1b schematisch
dargestellt, verteilt sich er Lack gleichmäßig auf der Substratoberfläche und Überschüsse
werden zur Seite hin weggeschleudert. Das Ergebnis ist eine homogen verteilte einige Mi-
krometer dünne Lackschicht auf dem Substrat (siehe Abbildung 3.1c). Die angestrebte Dicke
der finalen Lackschicht ist wesentlich von der eingestellten Umdrehungszahl abhängig und
kann dadurch beeinflusst werden.

3.1.2 Maskenschreiber

Um die Lackschicht gezielt zu belichten, werden Fotomasken eingesetzt, die in Abhängigkeit
von der gewünschten Struktur mit Hilfe eines Maskenschreibers produziert werden müssen
(siehe Abbildung 3.2a). Die Maskenherstellung beruht selbst auch auf der Methode der
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Abbildung 3.1: Rotationsbeschichtung mit einer Lackschleuder. a) Das Substrat wird auf dem
Probenteller durch Ansaugen fixiert und mit Lack betropft. b) Der Probenteller wird in Ro-
tation versetzt und der Lack wird gleichmäßig auf dem Chip verteilt. c) Das Resultat ist eine
homogene dünne Lackschicht auf dem Substrat.

Fotolithografie. Bei den käuflich erhältlichen Maskenrohlingen handelt es sich um UV-
durchlässiges Glas, dessen eine Seite mit UV-undurchlässigemCr bedampft ist. Auf derCr-
bedampften Seite wird im Rotationsbeschichtungsverfahren eine Schicht Fotolack aufgetra-
gen. Das Layout der zu erstellenden Maske kann mit frei erhältlicher Software erstellt und
für die Software des Maskenschreibers konvertiert werden. Der verwendete Maskenschrei-
ber HIMT DWL 66 verfügt im Wesentlichen über eine schwingungsisolierte Probenbühne,
ein Laserinterferometer und einen Schreiblaser. In einer von dem Interferometer kontrollier-
ten Bewegung wird die Probenbühne samt dem Maskenrohling unter dem Schreiblaser zei-
lenweise hin- und hergefahren. Durch gezieltes an- und ausschalten des Schreiblasers wird
der Fotolack an den Stellen der vordefinierten Maskenstruktur belichtet. Der Schreiblaser
führt während der Belichtung ebenfalls Bewegungen aus, wodurch das Erstellen von feinen
Strukturen mit einer Genauigkeit von 1 – 2 µm ermöglicht wird. Die beschriebene Maske
wird im Anschluss in ein Entwicklerbad gegeben, wo sich die belichteten Stellen des Foto-
lacks lösen. Die Cr-Schicht wird an den offenliegenden Stellen in einem Bad aus Chromätze
entfernt (siehe Abschnitt 3.5.3), sodass das UV-durchlässige Glas frei liegt. Nach dem Lösen
des verbliebenen Lacks in einem Entferner kann die so hergestellte Maske in den Masken-
ausrichter transferiert werden.

3.1.3 Maskenausrichter

In einem Maskenausrichter wird ein mit Fotolack beschichtetes Substrat und die im Mas-
kenschreiber gefertigte Fotomaske übereinander positioniert, sodass der Fotolack gezielt
mit UV-Strahlung belichtet werden kann (siehe Abbildung 3.2b). Als Lichtquelle dient eine
Quecksilberhochdrucklampe, deren Emissionsspektrum eine scharfe Linie mit hoher Inten-
sität im UV-Bereich aufweist, nämlich bei einer Wellenlänge von λ = 356 nm. Die Foto-
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung von Maskenschreiber und Maskenausrichter nach
[41]. a) Der belackte Maskenrohling befindet sich auf einer beweglichen Probenbühne und
wird softwaregesteuert unter dem Schreiblaser bewegt, welcher die gewünschte Struktur be-
lichtet. b) Ein belacktes Substrat wie etwa ein Wafer befindet sich auf einer beweglichen
Probenbühne und wird unter der Fotomaske positioniert. Der Fotolack wird an den UV-
durchlässigen Stellen der Fotomaske mit UV-Strahlung belichtet.

maske ist an den vorher definierten Stellen für das UV-Licht transparent, während sie die
übrigen Bereiche durch eine UV-undurchlässige Cr-Schicht vor der Belichtung schützt. Der
Maskenausrichter verfügt über integrierte Lichtmikroskope an Ober- und Unterseite der
beweglichen Probenbühne, die zur Justage des Substrates unter der Maske verwendet wer-
den können. Das untere Lichtmikroskop wird hauptsächlich bei beidseitiger Belichtung des
Substrates verwendet, um die lithografierten Strukturen auf beiden Seiten in Deckung zu
bringen. Ist das Substrat an der richtigen Stelle, wird es in leichten Kontakt mit der Maske
gebracht und die Lichtquelle eingeschaltet.

3.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die REM ist eine in den Materialwissenschaften vielfach eingesetzte Methode, mit der sich
Objektoberflächen mit hoher Tiefenschärfe abbilden lassen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die REM als wichtiges Werkzeug für die ESL und die Strukturierung mit-
tels FIB sowie zur Erfolgskontrolle einzelner Herstellungsschritte eingesetzt. Im Anschluss
an den Herstellungsprozess wurden die einzelnen Bestandteile der fertiggestellten PP mit-
tels REM vermessen und nochmals visuell auf Fehlerhaftigkeit untersucht. In der evaku-
ierten Elektronensäule eines Rasterelektronenmikroskops werden Elektronen in einer Elek-
tronenquelle erzeugt, auf eine Primärenergie von 1 – 30 keV beschleunigt und durch ein
Linsensystem auf die Probenoberfläche fokussiert. Der fein gebündelte Elektronenstrahl
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wird, gesteuert von magnetischen Ablenkspulen, in einer rasterförmigen Bewegung zei-
lenweise über die Probenoberfläche geführt und erzeugt dort verschiedene Wechselwir-
kungsprodukte. Für rastermikroskopische Abbildungen spielen hauptsächlich aus der Pro-
be emittierte Rückstreu- und Sekundärelektronen (SE) eine Rolle. Diese werden von ei-
nem Detektor erfasst, welcher die gemessene Elektronenintensität synchron zum Abras-
tern der Probenoberfläche in einen Grauwert umwandelt, sodass pixelweise ein Abbild auf
dem Bildschirm erzeugt werden kann. In der Regel stehen unterschiedliche Detektoren zur
Verfügung, um bestimmte Eigenschaften der Probe abzubilden. Das Auflösungsvermögen
moderner Rasterelektronenmikroskope liegt abhängig von der verwendeten Primärenergie
in der Größenordnung von 1 nm.
Für die Analyse der hergestellten PP-Strukturen wurden überwiegend REM-Aufnahmen
mit SE benutzt. Die Eindringtiefen der Primärelektronen in die Probe liegen typischerwei-
se in einem Bereich von 100 nm bis zu einigen Mikrometern und sind abhängig von der
Primärenergie und dem Probenmaterial. Durch inelastische Streuung der Primärelektronen
an den Valenz- und Leitungsbandelektronen der Probe entstehen SE mit Energien unter
50 eV. Ein Großteil der niederenergetischen SE wird vom Probenmaterial absorbiert, wäh-
rend nur SE aus den obersten Schichten der Probe aus deren Oberfläche austreten und vom
Detektor erfasst werden können. Daher eignen sich REM-Aufnahmen mit SE besonders gut,
um die oberflächlichen Elektrodenstrukturen elektrostatischer PP abzubilden. Im Rahmen
der Arbeit wurden Rasterelektronenmikroskope der Hersteller Zeiss (Zeiss Gemini 1540,
Zeiss XBeam 1540, Zeiss Supra 55VP) und FEI (FEI Strata 400, FEI Helios G4 FX) verwen-
det, welche standardmäßg mit einem Everhard-Thornley- und einem In-Lens-Detektor aus-
gestattet sind [82]. Letzterer wird bei FEI-Mikroskopen als Through-Lens-Detektor bezeich-
net. Während sich der Everhard-Thornley-Detektor seitlich neben dem Polschuh der Ob-
jektivlinse befindet, ist der In-Lens-Detektor ins Innere des Polschuhs integriert. Dadurch
detektiert der In-Lens-Detektor insbesondere in kleine Raumwinkel nach oben emittier-
te SE aus einem kleinen Bereich der Probe, wodurch Abbildungen mit besonders hoher
räumlicher Auflösung erstellt werden können.
Die beispielhaften REM-Aufnahmen in Abbildung 3.3 verdeutlichen den Einfluss des lo-
kalen Probenmaterials und der Oberflächentopografie auf die SE-Kontrastentstehung. SE-
REM-Abbildungen zeigen hauptsächlich Topografiekontrast. Bei weniger ausgeprägter To-
pografie, ist auch Materialkontrast zu beobachten. Abbildung 3.3a zeigt einen lithografier-
ten LEM-Schriftzug aus Au mit einer Schichtdicke von etwas 100 nm auf einem Si3N4-
Hintergrund mit deutlichem Materialkontrast. Die SE-Emission steigt aufgrund von austre-
tenden Rückstreuelektronen mit der Ordnungszahl Z des lokalen Probenmaterials, sodass
der Au-Schriftzug (Z = 79) hell auf dem dunklen Si3N4-Hintergrund erscheint (Zeff = 10).
Durch zusätzlichen Topografiekontrast wird die räumliche Struktur der einzelnen Buchsta-
ben des Schriftzuges sowie eine geringe Rauigkeit im Hintergrund wiedergegeben. Abbil-
dung 3.3b zeigt ein weiteres Beispiel, bei dem der Materialkontrast dominiert. Die beiden
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Abbildung 3.3: REM-Aufnahmen mit SE zur Verdeutlichung von Material- und Topografie-
kontrast. a) Durch Materialkontrast erscheint der lithografierte LEM-Schriftzug aus Au hell
auf dem dunklen Si3N4 im Hintergrund. b) Helle Au-Leiterbahnen auf dunklem Si3N4 sind
bei geeigneter Primärelektronenenergie von 10 keV auch unter einer aufgedampften Al2O3-
Schicht sichtbar. c) Ein Au-Markerkreuz, das mit einer Al2O3- und einer Au-Schicht be-
dampft wurde, zeigt deutlichen Topografiekontrast. Die Kanten des Kreuzes erscheinen hell,
wobei es an der unteren Kante eine Abschattung beim Aufdampfprozess gab und die Al2O3-
Schicht im Hintergrund dunkel durchscheint.

hellenAu-Leiterbahnen auf dem Si3N4-Hintergrund sind teilweise mit einerAl2O3- Schicht
(Zeff = 10) bedeckt. Die Primärelektronenenergie ist mit 10 keV so hoch gewählt, dass beim
Austritt von Rückstreuelektronen aus den tieferliegenden Au-Leiterbahnen SE generiert
werden, wodurch sich die Au-Leiterbahnen unter der Al2O3-Schicht erkennen lassen. Im
Gegensatz dazu treten die Leiterbahnen unter der gleich hellen Au-Schicht im linken Rand-
bereich der Abbildung nur sehr schwach hervor. Durch die geringe Oberflächenrauigkeit
der Probe (nur wenige zehn Nanometer bei den hergestellten PP), kommt der Topografie-
kontrast bei den gewählten Vergrößerungen kaum zum Tragen.
Abbildung 3.3c zeigt eine stark vergrößerte REM-Aufnahme eines Au-Markerkreuzes, wie
es zur Positionierung bei der ESL verwendet wird. Das Kreuz wurde mit einer Al2O3-
Schicht und einer weiterenAu- Schicht bedampft. Zur Kontrastentstehung trägt hauptsäch-
lich Topografiekontrast bei. So erscheinen die Kanten des begrabenen Kreuzes hell und auch
die Oberflächendetails auf dem Kreuz und im Hintergrund sind deutlich zu erkennen. Am
unteren Rand des Kreuzes kam es zu einer Abschattung beim Aufdampfprozess, wodurch
die Al2O3-Schicht im Hintergrund durch Materialkontrast dunkel durchscheint.
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Energiedispersive Röntgenspektroskopie

In der Regel sind Rasterelektronenmikroskope auch mit Detektoren zur energiedispersiven
Röntgenspektroskopie (EDXS) ausgestattet. Neben frei werdenden SE und Rückstreuelek-
tronen können auch Röntgenquanten als Wechselwirkungsprodukt der Primärelektronen
mit dem Probenmaterial entstehen. Dabei werden kernnahe Hüllenelektronen aus den Ato-
men des Probenmaterials durch die eintreffenden Primärelektronen energetisch angeregt
oder herausgeschlagen. Ein weiteres Hüllenelektron fällt dann aus einem energetisch höher
gelegenen Zustand auf den energetisch tiefer liegenden freigewordenen Zustand zurück,
wobei es bei bestimmten Übergängen zur Emission eines Photons mit diskreter Energie
kommt. Die emittierten Photonen können mit einem EDXS-Detektor detektiert und de-
ren Energie bestimmt werden. Der energetische Abstand der Elektronenzustände in der
Atomhülle und damit die Energie des freiwerdenden Photons ist elementspezifisch und
kann daher zur chemischen Analyse der lokalen Materialzusammensetzung der Probe her-
angezogen werden.

Niederenergie-Rastertransmissionselektronenmikroskopie

Meist sind aktuelle Rasterelektronenmikroskope, z.B. das Zeiss XBeam 1540, FEI Strata 400
und FEI Helios G4 FX, mit einem Halbleiterdetektor für die Rastertransmissionselektronen-
mikroskopie (STEM) ausgestattet. Dieser ermöglicht bei elektronentransparenten Proben
wie etwa Dünnfilmen die Analyse der während des Rasterprozesses transmittierten Elek-
tronen. Der STEM-Detektor ist in mehrere ringförmige Segmente unterteilt, die verschieden
stark gestreute Elektronen detektieren. Das zentral gelegene innere Segment detektiert un-
gestreute und in kleine Raumwinkel gestreute Elektronen und wird als BF-Detektor (annu-
lar) bezeichnet. In größere Raumwinkel gestreute Elektronen werden von den konzentrisch
zum BF-Segment angeordneten Dunkelfeldringen (DF-Detektoren) detektiert. In sehr große
Raumwinkel gestreute Elektronen treffen auf einen breiten außengelegenen Detektorring,
der sich im sogenannten Weitwinkeldunkelfeld (HAADF) befindet. Durch die niedrigen
Primärelektronenenergien von 30 keV und darunter wird die STEM in einem Rasterelektro-
nenmikroskop auch als Niederenergie(low-kV)-STEM bezeichnet. Im Gegensatz dazu kom-
men bei der STEM in einem Transmissionselektronenmikroskop Primärelektronenenergien
zwischen 80 keV und 300 keV zum Einsatz. Die Niederenergie-STEM besitzt jedoch einen
Vorteil bei der Untersuchung strahlempfindlicher Proben. Bei der Herstellung von Dünnfilm-
PP kann die Niederenergie-STEM zur Dickenbestimmung der PP verwendet werden. So
steht für kleine Filmdicken (abhängig vom Material und der Elektronenenergie) die Inten-
sität in HAADF-STEM-Aufnahmen in einem linearen Zusammenhang mit der Filmdicke
[98].
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3.3 Elektronenstrahllithografie

Die ESL kommt zur Herstellung der Leiterbahnen und Elektroden elektrostatischer PP zum
Einsatz. Dazu sind die verwendeten Rasterelektronenmikroskope Zeiss XBeam 1540 und
Zeiss Supra 55VP mit einer Raith Elphy Plus Lithografieeinheit ausgerüstet. Letztere er-
laubt die gezielte Belichtung vordefinierter Strukturen mit einer Auflösung von einigen
zehn Nanometern. Wie in Abbildung 3.4 dargestellt, wird dazu zuerst ein Substrat (z.B.
ein Wafer) mit einem elektronenstrahlsensitiven Lack (z.B. PMMA 950K) beschichtet. Zur
gleichmäßigen Verteilung des Lackes auf dem Substrat wird eine Lackschleuder verwendet
(siehe Abbildung 3.4a), deren Umdrehungsfrequenz zusammen mit der Anwendungsdau-
er die Dicke der Lackschicht bestimmt. Die Aushärtung des Lackes erfolgt auf einer Heiz-
platte. Die in der Elphy Plus Software erstellte Struktur wird von der Lithografieeinheit
gesteuert mit dem Elektronenstrahl in den Lack geschrieben (siehe Abbildung 3.4b). Da-
bei ist vorher die zur Belichtung geeignete Elektronendosis einzustellen. Bei Verwendung
von PMMA 950K, einem Positivlack, werden die belichteten Lackstellen depolymerisiert
und lassen sich in einem Entwickler (IPA 4:1 MIBK) lösen. Das Ergebnis ist eine Lackmaske
auf dem Substrat, die die Bereiche der gewünschten Struktur freilässt. In einem nächsten
Schritt wird das Material aus dem die Struktur bestehen soll (z.B. Au) in einem Aufdampf-
prozess aufgebracht (siehe Abbildung 3.4c). Durch Eintauchen in einen speziellen Entfer-
ner Remover 300-70 oder Aceton wird die Lackmaske samt der aufgedampften Material-
schicht gelöst (siehe Abbildung 3.4d), sodass nur noch die gewünschte Struktur auf dem
Substrat verbleibt (siehe Abbildung 3.4e). Bei diesem sogenannten Lift-off -Prozess ist darauf
zu achten, dass die aufgebrachte Lackschicht dicker als die aufgedampfte Materialschicht
ist, damit der Entferner die Lackschicht erreichen kann. Nach dem gleichen Prinzip kann
die Lackmaske auch als Schutz des Substrates während eines Ätzprozesses dienen, bei dem
nur die freiliegenden Stellen der lithografierten Struktur geätzt werden sollen. Dies wird
beispielsweise bei der Strukturierung der Blende von elektrostatischen PP durchgeführt.

3.4 Mikrostrukturierung mit einem fokussierten Ionenstrahl

Ein FIB-System, auch Ionenfeinstrahlanlage genannt, liegt meist in Kombination mit ei-
nem Rasterelektronenmikroskop vor. Am LEM stehen das FEI Strata 400 (siehe Abbildung
3.5a), FEI Helios G4 FX und Zeiss XBeam 1540 zur Verfügung. Diese Geräte sind neben ei-
ner Elektronenquelle mit einerGa+-Ionenquelle ausgestattet. Die erzeugtenGa+-Ionen wer-
den durch eine Beschleunigungsspannung auf Energien von bis zu 30 keV beschleunigt
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Abbildung 3.4: Lift-off-Verfahren zur Herstellung von leitfähigen Mikrostrukturen nach Hett-
ler [45]. a) Der Lack wird mit einer Lackschleuder auf den Wafer aufgebracht. b) Die
gewünschte Mikrostruktur wird mit dem Elektronenstrahl in den Lack geschrieben. c) Die
belichteten Lackbereiche werden im Entwickler gelöst und das gewünschte Material (z.b.
Au) wird aufgedampft. d) Mit einem Entferner kann die verbleibende Lackschicht zusam-
men mit dem darauf abgeschiedenen Material entfernt werden. e) Die angestrebte leitfähige
Mikrostruktur bleibt erhalten.

und durch eine Ionenoptik zu einem fokussierten Strahl gebündelt, welcher zur mikro-
skopisch feinen Materialbearbeitung herangezogen werden kann [39]. Wie Abbildung 3.5b
zu entnehmen ist, verläuft der Ga+-Ionenstrahl in einem Winkel von 54° (bei den FEI-
Geräten) bzw. 52° (beim Zeiss-Gerät) zum vertikal angeordneten Elektronenstrahl. Zur Mi-
krostrukturierung mit dem FIB wird der Kippwinkel der Objektbühne so eingestellt, dass
der FIB senkrecht auf die Probe trifft. Gleichzeitig wird die Höhe der Objektbühne jus-
tiert, damit sich der Schnittpunkt des Elektronen- und Ionenstrahls auf Probenebene be-
findet. Dies ermöglicht die zeitgleiche Aufnahme von REM-Abbildungen während der FIB-
Bearbeitung. Der Beschuss der Probe mit den im Vergleich zu Elektronen deutlich schwe-
reren Ga+-Ionen führt zur allmählichen Materialabtragung, wodurch genau definierte Mi-
krostrukturen in die Probe gefräst werden können. Zudem entstehen bei diesem Prozess
SE, die detektiert und ebenfalls zur Abbildung der Probenoberfläche verwendet werden
können. Bei der Verwendung des FIB zur Abbildung ist jedoch besonders auf kurze Expo-
sitionszeiten zu achten, um Strahlenschädigungen der Probe zu vermeiden.
Die FIB-Technologie wird zur Mikrostrukturierung in der Herstellung von PP eingesetzt.
Des Weiteren hat sie sich in der TEM-Probenpräparation etabliert, wo sie zum Herausfräsen
einer TEM-Lamelle aus der zu untersuchenden Probenstelle verwendet wird. Mit dieser
nur wenige zehn Nanometer dicken TEM-Lamelle lässt sich eine Querschnittsaufnahme im
Transmissionselektronenmikroskop erstellen, die sich gut zur Dickenbestimmung und Be-
urteilung der Qualität einzelner Materialschichten eignet.
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Abbildung 3.5: Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops mit integrierter FIB-Anlage. a) Fo-
tografie des FEI Strata 400. b) Anordnung des Elektronen- und Ionenstrahls in einem Raste-
relektronenmikroskop mit integrierter FIB-Anlage.

3.5 Dünnschichttechnologie

In der Mikrostrukturierung bezeichnet man eine ganzflächig auf ein Substrat aufgebrachte
Materialschicht, deren Dicke im Bereich von nur wenigen Atomlagen bis zu einigen Mikro-
metern liegt, als Dünnschicht. Abhängig vom erforderlichen Material, werden zur Abschei-
dung solcher Schichten Verfahren der physikalischen (PVD) und chemischen Gasphasen-
abscheidung (CVD) eingesetzt. Im Folgenden werden die beiden Beschichtungsverfahren
anhand der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geräte vorgestellt.

3.5.1 Physikalische Gasphasenabscheidung

Bei der PVD kommen verschiedene Techniken zum Einsatz, um das als Festkörper vorlie-
gende abzuscheidende Material in die Gasphase zu überführen. Für die Abscheidung der
zur Herstellung von Phasenplatten nötigen Dünnschichten werden überwiegend die Me-
thoden der Elektronenstrahlverdampfung sowie der thermischen Kohlenstoffstabverdamp-
fung genutzt, deren Funktionsweise in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt ist.
Bei der Elektronenstrahlverdampfung (siehe Abbildung 3.6a) befindet sich das aufzubrin-
gende Material in einem Graphittiegel am Boden eines evakuierten Rezipienten und wird
durch den Beschuss mit einem magnetisch abgelenkten Elektronenstrahl erhitzt und in
einen gasförmigen Zustand versetzt. Das Vorhalten eines Vakuums ist dabei nötig, um
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Elektronenstrahl- und Kohlenstoffstabverdamp-
fung. a) Bei der Elektronenstrahlverdampfung wird das zu verdampfende Material in einen
Tiegel gefüllt und durch Elektronenbeschuss in die Gasphase überführt. Das gasförmige Ma-
terial kondensiert auf der Substratoberfläche. b) Bei der Kohlenstoffstabverdampfung werden
zwei präparierte Kohlenstoffstäbe durch kurze Strompulse erhitzt, sodass der Kohlenstoff in
den gasförmigen Zustand übergeht und auf dem Substrat als amorphe Schicht kondensiert.
Bei beiden Verfahren werden Schwingquarze zur Bestimmung der Schichtdicke eingesetzt.

Stoßprozesse und Verunreinigungen der Dünnschicht mit Restgasmolekülen zu vermeiden
und einen reproduzierbaren Aufdampfprozess zu gewährleisten. Das verdampfte Material
erfüllt den Rezipienten und kondensiert auf dem Substrat, welches sich am oberen Ende der
Kammer auf einem Substrathalter befindet. Der Aufdampfprozess wird durch einen Shutter
kontrolliert. Auf Höhe des Substrathalters befindet sich ein Schwingquarz, der ebenfalls mit
dem Material bedampft wird. Durch eine Änderung der Eigenfrequenz des Schwingquar-
zes während der Beschichtung, können mit Kenntnis der Materialdichte die Schichtdicke
und die Aufdampfrate ermittelt werden. Letztere ist abhängig von der Schmelztempera-
tur und anderen Materialeigenschaften sowie dem Strom an der Elektronenquelle und der
Elektronenenergie.
Im Rahmen der Arbeit stand ein Lesker PVD75 Elektronenstrahlverdampfer zur Verfügung,
welcher bis zu vier mit unterschiedlichen Materialien gefüllte Tiegel aufnehmen kann und
somit die Abscheidung von verschiedenen Dünnschichten in einem einzigen Prozess er-
möglicht. Durch die hohen Temperaturen, die der Lesker PVD75 erzeugen kann, lassen
sich eine Vielzahl von Materialien verdampfen. Für die Herstellung von Phasenplatten wer-
den insbesondere leitfähige Schichten aus Cr, Au und C und isolierende Oxidschichten aus
Al2O3 und SiO2 benötigt. Das sich während der Abscheidung ohnehin erwärmende Sub-
strat kann je nach Material mittels Heizlampe zur Steigerung der Schichtqualität zusätzlich
geheizt werden. Temperaturempfindliche Substrate erfordern wiederum zum Schutz eine
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Temperierung durch die integrierte Wasserkühlung. Bei Substraten mit strukturierter Ober-
fläche erleichtert eine regelbare, motorisierte Rotation des Substrathalters eine gleichmäßige
Bedampfung.
Ein weiteres Verfahren der PVD, welches für die Erstellung dünner C-Schichten verwendet
wird, ist die auf dem Prinzip der Widerstandsheizung beruhende Kohlenstoffstabverdamp-
fung (siehe Abbildung 3.6b). Dabei werden zwei in elektrischem Kontakt stehende, speziell
präparierte Kohlenstoffstäbe durch kurze elektrische Strompulse erhitzt, sodass der C in
den gasförmigen Zustand übergeht und auf dem Substrat als amorphe Schicht konden-
siert. Um einen möglichst großen Widerstand für den die beiden Kohlenstoffstäbe durch-
fließenden Strom und damit eine ausreichend hohe Temperaturentwicklung zur Verdamp-
fung des C zu erreichen, wird einer der beiden Kohlenstoffstäbe angespitzt und damit die
Kontaktfläche minimiert. Gleichzeitig werden die Kohlenstoffstäbe durch einen Federme-
chanismus aufeinander gepresst, sodass der elektrische Kontakt auch trotz des Materialab-
trags an den Stabspitzen während der Abscheidung gesichert bleibt. Auch bei der Kohlen-
stoffstabverdampfung werden teilweise Schwingquarze zur Bestimmung der Schichtdicke
eingesetzt. Bei einfacheren Geräten kann das Schichtdickenmesssystem auch fehlen, sodass
die Schichtdicke anhand der Farbe des C-Films und der Zahl der angewandten Strompul-
se abgeschätzt werden muss. Die erhaltenen Schichtqualitäten bei der Kohlenstoffstabver-
dampfung sind schlechter als bei der Elektronenstrahlverdampfung und der Aufdampf-
prozess ist schwerer kontrollierbar. Im Rahmen der Arbeit standen ein Cressington 108,
ein Denton Desktop Turbo und ein Bal-Tec MED 020 Kohlenstoffbeschichter zur Verfügung.
Mit dem Bal-Tec MED 020 können Kohlenstoffstäbe nicht nur thermisch sondern auch mit-
tels Elektronenstrahl verdampft werden.

3.5.2 Chemische Gasphasenabscheidung

Bei der CVD liegen die Komponenten des abzuscheidenden Materials als gasförmige Ver-
bindungen vor und werden erst durch eine chemische Reaktion als Feststoff auf einer ge-
heizten Substratoberfläche abgeschieden. Die Temperatur des Substrats muss dabei im Be-
reich der Reaktionstemperatur liegen. Durch Absenkung des Druckes in der Reaktionskam-
mer mittels Vakuumpumpe wird die Reaktion an der Substratoberfläche gefördert und et-
waige mögliche Reaktionen in der Gasphase, die zur Bildung von festen Partikeln führen,
unterdrückt. Im Unterschied zur PVD ermöglicht die CVD eine konforme Schichtabschei-
dung auf komplex strukturierten dreidimensionalen Oberflächen ohne Abschattungseffek-
te. Allerdings ist eine Schichtabscheidung mit CVD nicht für jedes Material möglich, denn
es müssen sowohl flüchtige Verbindungen der Schichtkomponenten existieren, als auch
eine chemische Reaktion, die zur Bildung der Dünnschicht führt. Des Weiteren können
die nötigen Reaktionstemperaturen im Bereich von 1000◦C die oftmals temperaturemp-
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findlichen Substrate schädigen und unbrauchbar machen. Durch die Methode der plas-
maunterstützen chemischen Gasphasenabscheidung PECVD, dargestellt in Abbildung 3.7a,
können niedrigere, substratschonendere Reaktionstemperaturen von nur wenigen 100◦C er-
reicht werden. Dabei wird die Reaktionsenergie nicht thermisch zugeführt, sondern durch
die Zündung eines Plasmas im Reaktionsgasgemisch, welches durch Anlegen eines hoch-
frequenten elektrischen Wechselfeldes zwischen dem Substrathalter und einer über dem
Substrat positionierten Elektrode erzeugt wird. Im Rahmen der Arbeit wurde PECVD zur
testweisen Abscheidung von Si3N4 auf einem Si-Wafer mit einer Oxford Plasmalab 80 An-
lage verwendet, wobei die Reaktionsgase SiH4 und N2 zum Einsatz kommen.

3.5.3 Ätzverfahren

Ätzverfahren ermöglichen die Herstellung von Mikrostrukturen durch gezieltes Abtragen
von zuvor aufgebrachten Schichten auf der Oberfläche eines Substrats, wie etwa einem Wa-
fer. Um die beim Ätzprozess abzutragenden Bereiche zu definieren, werden die übrigen
Bereiche mit einer nichtreaktiven Ätzmaske abgedeckt. Es kommen sowohl nasschemische
als auch physikalische, trockene Ätzverfahren zum Einsatz. Nasschemischen Verfahren, bei
denen die maskierte Oberfläche in eine ätzende Lösung getaucht wird, zeichnen sich durch
eine hohe Selektivität des Ätzprozesses aus. Als nachteilig kann jedoch die hohe Isotro-
pie des chemischen Ätzens angesehen werden, die zu einem Unterätzen der Ätzmaske
führt und kein hohes Aspektverhältnis zwischen Tiefe und Breite der zu ätzenden Struk-
tur zulässt. Bei kleinen Strukturen bieten sich daher anisotrope physikalische Ätzverfahren
an, bei denen in Sputterprozessen Ionen auf die Oberfläche beschleunigt werden, die zu
einer Zerstäubung des abzutragenden Materials führen. Positive Aspekte der beiden Ätz-
verfahren, nämlich die Selektivität einer nasschemischen Ätzreaktion und die Anisotropie
des Sputterätzens, werden im sogenannten reaktiven Ionenätzen (RIE) vereint.

Nasschemische Ätzverfahren

In der Herstellung elektrostatischer PP werden nasschemische Ätzverfahren hauptsächlich
zum Ätzen von Au- und Cr-Schichten verwendet, die sich meist auf einem Si3N4 be-
schichteten Si-Substrat befinden. Königswasser, ein Gemisch aus konzentrierter HCl und
konzentrierter HNO3 (Mischungsverhältnis 3:1), wird zur Entfernung einer beispielswei-
se fehlerhaften Au-Schicht benutzt. Wird stark verdünntes Königswasser eingesetzt, bleibt
auch eine lithografierte Ätzmaske aus PMMA 950K stabil und kann zum Schutz zu er-
haltener Bereiche eingesetzt werden. Ebenso kann Chromätze, die durch Lösung von fes-
tem (NH4) 2 [Ce (NO3) 6] in HClO4 und H2O (Mischungsverhältnis 10,9 Gewichts-% : 4,25
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Gewichts-% : 84,85 Gewichts-%) hergestellt wird, zur Entfernung vonCr-Schichten verwen-
det werden. Bei der Herstellung von freistehenden Si3N4-Membranen wird das zugrunde-
liegende Si-Substrat mit einer alkalischen KOH-Lösung geätzt. Die Ätzgeschwindigkeit
hängt bei diesem Prozess von der Kristallorientierung ab und ist für {111}-Oberflächen
etwa hundertmal langsamer als für die anderen Kristallorientierungen [92]. Dieses Ätzver-
fahren ist also im Vergleich zu anderen nasschemischen Prozessen nicht vollständig iso-
trop. Die Ätzgeschwindigkeit von Si3N4 in KOH-Lösung ist sehr viel geringer als von Si,
sodass die Si3N4-Schicht als freistehende Membran erhalten bleibt. Aus gleichem Grund
lassen sich in selbigem Ätzverfahren auch strukturierte Si3N4- oder SiO2- Schichten als
Ätzmasken verwenden.

Reaktives Ionenätzen

Der Aufbau einer Ätzanlage für das reaktive Ionenätzen (RIE), wie in Abbildung 3.7b darge-
stellt, entspricht dem einer PECVD-Anlage. In einem evakuierten Rezipienten befinden sich
zwei gegenüberliegende Elektroden. Auf der unteren Elektrode, dem Substrathalter, wird
die zu ätzende Probe positioniert. Die Reaktionsgase fließen unter konstantem Gasfluss in
den Rezipienten. Durch Anlegen einer hochfrequenten Wechselspannung an die Elektro-
den werden Gasmoleküle im Reaktionsgasgemisch ionisiert und ein Plasma erzeugt. Frei-
werdende Elektronen treffen auf die geerdete Gehäusewand, die obere geerdete Elektrode
oder die untere isolierte Elektrode. Letztere baut durch die eintreffenden Elektronen eine
negative Ladung auf. Die entstehenden positiv geladenen Gasionen werden zum Substrat-
halter beschleunigt und sorgen für einen Materialabtrag auf der Probe. Der Materialabtrag
erfolgt einerseits durch das Übertragen kinetischer Energie auf die Probenatome, wie es bei
einfachen Sputterprozessen der Fall ist, und andererseits durch chemische Reaktionen. Das
senkrechte Auftreffen der Gasionen auf die Probenoberfläche sorgt für die hohe Anisotro-
pie des RIE-Prozesses. Bei der Herstellung von elektrostatischen PP wird RIE zum Ätzen
von Si3N4-Schichten mit den Reaktionsgasen CHF 3 und O2 verwendet [74]. Für den RIE-
Prozess wurde eine Sentech Si 220 RIE-Anlage benutzt. Eine auf die Probe aufgebrachte
lithografierte Ätzmaske aus PMMA 950K kann zur gezielten Abtragung einzelner Substrat-
bereiche verwendet werden.

3.6 Abflottieren von Dünnfilmen

Die Methode des Abflottierens ist ein wichtiger Herstellungsschritt in der Fabrikation von
Dünnfilm-PP. Mit ihr lassen sich abgeschiedene Dünnfilme in einem Wasserbad von einem
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der PECVD und RIE. a) Das Reaktionsgasgemisch
aus SiH4 und N2 strömt in den evakuierten Rezipienten, wo es durch ein hohes elektrisches
Wechselfeld zur Plasmazündung angeregt wird. Bei der PECVD katalysiert das Plasma die
chemische Reaktion, die zur Abscheidung der Dünnschicht auf dem temperierten Substrat
führt. b) Bei der RIE strömt ein Reaktionsgasgemisch aus CHF 3 und O2 in die Kammer.
Durch Plasmazündung entstehen reaktive Ionen, die auf die Probenoberfläche beschleunigt
werden und dort zu einer Ätzreaktion führen.

geeigneten Substrat lösen, um sie anschließend für den Einbau in ein Transmissionselek-
tronenmikroskop auf spezielle TEM-Netze oder -Blenden zu transferieren [87]. Im Rahmen
der Arbeit wurden für Dünnfilm-PP und als Testproben überwiegend Dünnfilme aus amor-
phem Kohlenstoff (aC) benutzt, die mittels PVD auf Glimmer-Substrate aufgedampft wur-
den. Das zum Abflottieren des Dünnfilmes verwendete Wasserbad befindet sich in dem in
Abbildung 3.8a gezeigten Büchnertrichter, an dessen Boden sich ein Glasfilter befindet. Das
Gefäß verfügt zudem über einen Wasserauslass mit Ventil und kann im Idealfall an dieser
Stelle über einen Schlauch mit einem Becherglas verbunden werden, sodass über die Höhe
des Becherglases der Wasserstand im Trichter eingestellt werden kann. Der Glasfilter sorgt
zusätzlich für einen gleichmäßig langsamen Abfluss des Wassers aus der Schwimmschale.
Zum erfolgreichen Abflottieren eines Dünnfilmes sollten die folgenden Schritte abgearbei-
tet werden:

• Die Glimmer-Substrate werden vor der Beschichtung mit einer scharfen Klinge frisch
gespalten und sind daher besonders rein und eben, sodass die Dünnfilme ohne größere
Verunreinigungen und mit guter Haftung aufgebracht werden können. In Kontakt mit
Wasser lösen sich die aC-Filme allerdings von den Glimmer-Substraten. Um Rissbil-
dung im Film während des Abflottier-Prozesses zu vermeiden, können die beschich-
teten Glimmer-Substrate vorher auf einem befeuchteten Tuch ”eingeweicht“werden.

• Um Verunreinigungen des abflottierten Films zu vermeiden, sollte die komplette Glas-
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apparatur und die eventuell verwendeten Hilfswerkzeuge zuvor mit Ethanol oder im
Ultraschallbad gereinigt werden. Zudem empfiehlt sich das Tragen von Einweghand-
schuhen. Die Schwimmschale sollte wenn möglich mit destilliertem Wasser, anstelle
von demineralisiertem oder der Leitung entnommenem Wasser, befüllt werden.

• Die Glasfiltermembran muss mit einem Filtertuch gleichen Durchmessers vor Film-
rückständen geschützt werden. Da Filtermaterialien aus Zellstoff zur Fusselabgabe
neigen und den Dünnfilm verunreinigen könnten, eignen sich Kunststofftücher aus
Polyester- oder Polyamid-Gewebe (Basan GmbH, D-Kelsterbach), wie sie im Rein-
raumbetrieb zur Reinigung genutzt werden, besser für diesen Zweck. Den Tüchern
werden Ausschnitte mit dem Durchmesser der Filtermembran entnommen. Die fri-
schen Schnittkanten der Filtertücher werden durch Anschmelzen auf einer heißen
Heizplatte versiegelt, wodurch eine Freisetzung von Fasern im Wasserbad effektiv
vermieden werden kann.

• Ein weiteres Filtertuch mit kleinerem Durchmesser wird wie zuvor beschrieben an-
gefertigt und in der Mitte der Schwimmschale positioniert. Wie in Abbildung 3.8a zu
sehen ist, werden darauf die TEM-Netze oder -Blenden in der gewünschten Anzahl
abgelegt.

• Der Wasserstand im Trichter wird behutsam angehoben und die beschichteten Glim-
mer-Substrate eingetaucht, wobei sich die Dünnfilme vom Substrat lösen und auf der
Wasseroberfläche schwimmen. Dieser Prozessschritt ist in Abbildung 3.8b schema-
tisch dargestellt.

• Durch Öffnen des Ventils oder durch Absenken des angekoppelten Becherglases kann
der Wasserstand im Trichter so weit gesenkt werden, dass sich die Dünnfilme auf den
TEM-Netzen oder -Blenden absetzen. Da der Dünnfilm frei auf der Wasseroberfläche
schwimmt, kann dieser in diesem Schritt wenn nötig mit der Spitze einer gereinigten
Pinzette in einen passenden Bereich über die Netze geschoben werden. Anschließend
müssen die abflottierten Filme einige Tage trocknen.

Abbildung 3.8c zeigt sechs zur Weiterverarbeitung fertige, mit aC-Film beschichtete TEM-
Netze nach dem Abflottier-Prozess. Die TEM-Netze sind in verschiedenen Materialien wie
z.B. Au, Cu und Ni erhältlich, während TEM-Blenden vorwiegend aus Pt hergestellt wer-
den. Ihr Durchmesser ist mit 3,05 mm für Blendenhalter in gängigen Transmissionselektro-
nenmikroskopen standardisiert. Für die Dünnfilm-PP in dieser Arbeit wurden aufgrund
ihrer guten Leitfähigkeit Au- und Cu-Netze verwendet. Des Weiteren sind die Netze mit
verschiedenen Maschenweiten im Bereich von wenigen zehn bis zu einigen hundert Mi-
krometern erhältlich. Die Maschen sollten zum einen klein genug gewählt werden, dass sie
gleichmäßig vom Film bedeckt werden ohne Risse zu bilden, zum anderen groß genug, dass
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Abbildung 3.8: Aufbau zum Abflottieren von Dünnfilmen. a) Fotografie des Wasserbads in
einem Büchnertrichter. b) Schematische Darstellung des Wasserbads. Der aC-Film wurde
abflottiert und schwimmt auf der Wasseroberfläche. Durch kontrolliertes Absenken des Was-
serspiegels kann der aC-Film auf den TEM-Netzen positioniert werden. c) Zur Weiterverar-
beitung fertige, mit aC-Film beschichtete TEM-Netze nach dem Abflottier-Prozess.

das Beugungsbild nicht durch Stege der Netze eingeschränkt wird. Letzteres ist abhängig
vom Informationslimit des verwendeten Transmissionselektronenmikroskops.

3.7 Weitere Techniken

Neben den bereits beschriebenen Methoden und Geräten gibt es einige weitere Techni-
ken und Hilfsmittel, die während des PP-Herstellungsprozesses zum Einsatz kommen. So
fand die Fabrikation von elektrostatischen PP größtenteils in einem Reinraum statt. Im Ver-
gleich zu herkömmlichen Laborräumen, wird die Raumluftpartikelkonzentration in einem
Reinraum durch spezielle Luftfilteranlagen stark abgesenkt. Dies ermöglicht ein sauberes
Arbeiten und verhindert das Absetzen von Schmutzpartikeln auf den PP-Chips, die die
Funktionsfähigkeit der PP beeinträchtigen könnten. Schmutzpartikel wie z.B. kleine Fussel

57



3 Techniken zur Herstellung von Phasenplatten

können die lithografischen Prozesse stören und zu Defekten in den aufgedampften Leiter-
bahnen und Kurzschlüssen in der Isolierung führen. Die Arbeit in einem Reinraum erfolgt
zusätzlich in einer Schutzkleidung mit Kopfhaube und Laborhandschuhen, um einen Par-
tikeleintrag von außen zu minimieren.
Neben der REM (siehe Abschnitt 3.2) wird hochauflösende Lichtmikroskopie für eine zügige
Qualitätskontrolle einzelner Zwischenschritte im Herstellungsprozess eingesetzt. Das Zeiss
Axio eignet sich mit seiner Auflösung im Bereich weniger hundert Nanometer beispiels-
weise gut, um die Vollständigkeit eines Lift-off -Prozesses und die Qualität einer lithogra-
fierten Struktur zu beurteilen. Eine einfache Stereolupe (Zeiss Stemi) eignet sich gut für die
Kontrolle eines abflottierten Dünnfilmes für filmbasierte PP und für die Kontaktierung von
elektrostatischen PP.
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4
Kapitel 4

Herstellung und Implementierung von
Phasenplatten

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der drei unterschiedlichen PP-Typen HFPP, Zernike-
PP und Zach-PP auf die Kontrastentstehung in der Phasenkontrast-TEM untersucht. Die erfolg-
reiche Herstellung der PP stellt dabei einen grundlegenden Arbeitsschritt dar. Dieses Kapitel dient
der Beschreibung dieser Herstellungsschritte und der anschließenden Implementierung der erstell-
ten PP in die zur Verfügung stehenden Transmissionselektronenmikroskope. Jeder der drei PP-Typen
stellt unterschiedliche Anforderungen an die verwendeten PP-Halter und -Halterplättchen, die im
Folgenden dargestellt werden. In Abschnitt 4.1 wird die Herstellung und Charakterisierung einer
HFPP sowie die anschließende Implementierung in das JEOL JEM-3200 beschrieben. Die Herstel-
lung und Charakterisierung von Zach-PP, die in Abschnitt 4.2 dargestellt wird, wurde nach ei-
nem bewährten Standardverfahren durchgeführt, welches stellenweise optimiert und erweitert wur-
de. Des Weiteren beinhaltet dieser Abschnitt eine Beschreibung der Implementierung einer Zach-PP
in das Philips CM200 und das JEOL JEM-3200. Während für die Implementierung in das JEOL
JEM-3200 ein bereits vorhandener PP-Halter für den Einsatz von Zach-PP angepasst wurde, wurde
für die Implementierung der PP in das Philips CM200 ein neuer piezogetriebener PP-Halter kon-
struiert. Zum Ende des Kapitels erfolgt in Abschnitt 4.3 eine Beschreibung der Herstellung und
Charakterisierung von konventionellen und dickengradierten Zernike-PP sowie deren Einbau in das
Philips CM200.
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4.1 Lochfreie Dünnfilmphasenplatten (HFPP)

Die Herstellung von HFPP ist, wie in Abschnitt 4.1.1 beschrieben, vergleichsweise einfach,
da es dazu keiner Mikrostrukturierung bedarf. Die meisten Elektronenmikroskopielabore
verfügen über die Möglichkeit einen nur wenige Nanometer dünnen aC-Film anzufertigen,
der für den Einsatz als HFPP geeignet ist, und diesen auf ein TEM-Netz zu übertragen.
Für eine korrekte Funktion der HFPP muss der verwendete PP-Halter beheizbar sein. Eini-
ge Elektronenmikroskophersteller wie z.B. Thermo Fisher oder JEOL bieten fertige HFPP-
Systeme für ihre aktuellen Transmissionselektronenmikroskope an, die einen beheizbaren
HFPP-Halter sowie eine Steuerungssoftware beinhalten. Wie in Abschnitt 4.1.2 genauer be-
schrieben, verfügt auch das in dieser Arbeit verwendete JEOL JEM-3200 der Wadsworth
Center 3D-EM Facility über ein vorinstalliertes HFPP-System, welches für die Implemen-
tierung von HFPP verwendet wird. Ein nachträglicher Einbau eines HFPP-Halters in ein
älteres Transmissionselektronenmikroskop ist in der Regel auch realisierbar. Am LEM wur-
de beispielsweise ein für die Anwendung von Zach- und Zernike-PP konstruierter PP-
Halter für das Philips CM200 im Rahmen der Masterarbeit von Rebecca Pretzsch für die
Anwendung von HFPP optimiert [81].

4.1.1 Herstellung und Charakterisierung

Für diese Arbeit verwendete HFPP wurden an der Wadsworth Center 3D-EM Facility von
Chyongere Hsieh und Michael Marko hergestellt [71]. Die dafür verwendeten aC-Dünnfilme
wurden mittels Kohlenstoffstabverdampfung (siehe Abschnitt 3.5.1) entweder mit einem
Denton Desktop Turbo oder einem Bal-Tec MED 020 Kohlenstoffbeschichter und handels-
üblichen Kohlenstoffstäben (Ladd Reasearch, Williston, VT, USA) hergestellt. Als Substrat
dienten dabei frische gespaltene Glimmer-Plättchen. Beide Bedampfungsanlagen wurden
mit einem ölfreien Vakuumpumpsystem betrieben, um Kontamination der angefertigten
aC-Dünnfilme zu vermeiden. Bei Verwendung des Denton Desktop Turbo Kohlenstoffbe-
schichters wurde der aC thermisch verdampft und die resultierende Schichtdicke durch
einen Farbvergleich mit standardisierten Vergleichsfotografien abgeschätzt. Bei Verwen-
dung des Bal-Tec MED 020 Kohlenstoffbeschichters wurde die aC-Schicht mittels Elektro-
nenstrahlverdampfung hergestellt und die Dicke mit einem Schwingquarz-Schichtdicken-
messsystem bestimmt. Bei beiden Verfahren wurde eine Filmdicke von etwa 12 nm ange-
strebt. Eine weitere Charakterisierung der Schichtdicke wurde nicht vorgenommen, da sie
für die Anwendung als HFPP zweitrangig ist. Die Schicht sollte so dünn wie möglich ge-
halten werden, um möglichst wenig Streuung der transmittierten Elektronen im Schichtma-
terial zu verursachen, aber stabil genug sein, um beim Transfer auf ein TEM-Netz nicht zu
reißen.
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Die fertigen aC-Filme wurden auf der Oberfläche eines destillierten Wasserbades abflottiert
(siehe Abschnitt 3.6) und auf TEM-Netze mit einem Durchmesser von 2 mm und einem
Gitter aus 5x5 Aperturen mit einem Lochdurchmesser von 100 µm (Daiwa Techno Systems,
Tokyo, Japan) transferiert. Die Verwendung von herkömmlichen TEM-Netzen mit einem
Durchmesser von 3 mm ist allerdings ebenso möglich [81]. Im Experiment werden die 25
einzelnen Aperturen mit dem aufgebrachten aC-Film der Einfachheit halber als 25 einzelne
HFPP angesehen. Bei der Größe der Aperturdurchmesser wurde ein Kompromiss einge-
gangen, damit einerseits möglichst wenig Bildinformation durch die Aperturränder abge-
schnitten wird und andererseits ein Einreißen der Filme aufgrund zu großer Aperturdurch-
messer vermieden wird. Bei Betrieb im normalen OL Modus liegt das Informationslimit
für das JEOL JEM-3200 bei 7,14 nm-1 (0,14 nm). Gemäß Gleichung 2.23 und der Brennwei-
te der Objektivlinse fOL = 5 mm entspricht das in der BFP einem Beugungsbild mit ei-
nem Durchmesser von 140,6 µm. Raumfrequenzen oberhalb von 5,08 nm-1 bzw. Bildinfor-
mationen unterhalb von 0,2 nm werden also von der HFPP-Apertur abgeschnitten. Für die
Abbildung der meisten biologischen Strukturen stellt dies allerdings kein Problem dar, da
deren kleinste Abmessungen meist Größenordnungen von mehreren Nanometern aufwei-
sen. Bei Einbau der HFPP mit 100 µm Apertur in die vergrößerte Brennebene (Brennweite
fOL = 15,8 mm) des JEOL JEM-3200 und Betrieb des Mikroskops im SA-MAG-Modus, wer-
den Raumfrequenzen über 1,6 nm-1 bzw. Bildinformationen unter 0,62 nm abgeschnitten,
was abhängig von der Größe der abzubildenden Strukturen zu berücksichtigen ist.

4.1.2 Implementierung einer HFPP in das JEOL JEM-3200FSC/PP

Die hergestellten HFPP wurden in die beiden PP-Halter des werksseitig vorinstallierten PP-
Systems des JEOL JEM-3200 eingebaut. Das PP-System ist für den Einsatz von Dünnfilm-PP
optimiert. Ein PP-Halter befindet sich in der BFP der normalen Objektivlinse und ist in Ab-
bildung 4.1a dargestellt. Abbildung 4.1b zeigt den zweiten PP-Halter, der sich in der SAED-
Ebene befindet. Wie in Abschnitt 2.1 erläutert, wird die PP im PP-Halter auf Ebene der BFP
der Objektivlinse im normalen OL-Modus betrieben. Durch Versetzen des Mikroskops in
den SA-MAG-Modus wird die SAED-Ebene in eine vergrößerte BFP umfunktioniert, sodass
die PP im dort befindlichen PP-Halter eingesetzt werden kann. Beide Halter verfügen über
ein differentiell gepumptes Schleusensystem, sodass die PP ohne zeitaufwendiges Belüften
der Mikroskopsäule getauscht werden können. Abbildung 4.1c zeigt den ausgeschleusten
PP-Halter in der SAED-Ebene. An die Spitze des PP-Halters wird ein Halterplättchen ange-
schraubt, in dem sich die zu implementierende PP befindet. Die verwendeten HFPP wurden
mit einem geeigneten Klemmring im Halterplättchen befestigt.
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Abbildung 4.1: Werksseitig vorinstalliertes HFPP-System zur Implementierung einer HFPP
in das JEOL JEM-3200. a) PP-Halter in der BFP der Objektivlinse für die Verwendung der
HFPP im normalen OL-Modus. b) PP-Halter in der SAED-Ebene, die für die Verwendung
der HFPP im SA-MAG-Modus in eine vergrößerte BFP umfunktioniert wird. Beide PP-
Halter verfügen über ein differentiell gepumptes Schleusensystem und eine Heizung, die eine
Temperatur von 500 °C erreichen kann. Grob- und Feintriebe ermöglichen eine genaue Posi-
tionierung der PP in der BFP. c) Ausgeschleuster PP-Halter für die SAED-Ebene, an dessen
Spitze ein PP-Halterplättchen angeschraubt wird. d) Benutzeroberfläche der Software zur
Steuerung des Positionierungssystems der PP-Halter [71]. Die Positionen der 25 einzelnen
HFPP-Aperturen können gespeichert und deren Qualität farblich gekennzeichnet werden.

Beide PP-Halter können auf Temperaturen von bis zu 500 °C geheizt werden. Für eine op-
timale Funktionsweise wurden die HFPP dauerhaft auf einer Temperatur von etwa 260 °C
gehalten. Zudem verfügen die PP-Halter über ein softwaregesteuertes Positionierungssys-
tem mit einem Grob- und einem piezobasierten Feintrieb. Die Piezo-Aktoren des Feintriebs
nutzen dabei den Piezo-Effekt, durch den sich piezoelektrische Materialien bei Anlegung
einer elektrischen Spannung ausdehnen oder zusammenziehen, um eine besonders genaue
und stabile Feinpositionierung der PP in der BFP zu ermöglichen. Die in Abbildung 4.1d ge-
zeigte Benutzeroberfläche der Steuerungssoftware des Positionierungssystems ermöglicht
es, die eingestellte Position zu speichern und zu einem späteren Zeitpunkt erneut anzu-
fahren. So lassen sich die einzelnen Positionen der 25 HFPP-Aperturen abspeichern und
die Qualität bzw. die Funktion der jeweiligen HFPP durch farbliche Kennzeichnung be-
werten. Gut funktionierende HFPP wurden beispielsweise grün markiert, während HFPP-
Aperturen mit gerissenem aC-Film rosa markiert wurden. Wird darüberhinaus ein Blen-
denscheibchen mit herkömmlichen Objektivlinsenaperturen im PP-Halterplättchen befes-
tigt, lassen sich die Positionen dieser Aperturen ebenso in der Software abspeichern.
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4.2 Elektrostatische Zach-Phasenplatten

Von den drei verwendeten PP-Typen ist der Herstellungsprozess der Zach-PP der kom-
plexeste. Er beruht in seinen Grundzügen auf der Arbeit von Schultheiss et al. [90], in de-
ren Rahmen einzelne Prototypen einer Zach-PP hergestellt wurden. In den Arbeiten von
Hettler et al. [45, 46] wurde der Herstellungsprozess optimiert und zu einem standardisier-
ten Verfahren weiterentwickelt. Unter Einhaltung dieses Standardverfahrens können, wie
in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, mehrere Zach-PP auf einem Chip hergestellt und die Aus-
schussquote trotz der kleinen Abmessungen der herzustellenden Strukturen gering gehal-
ten werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Standardverfahren für die Zach-PP aber-
mals erweitert und optimiert. Beispielsweise wurden Si-Chips mit freistehenden Si3N4-
Membranen, die das Ausgangsmaterial einer Zach-PP darstellen, in verschiedenen Ausfüh-
rungen und Abmessungen selbst hergestellt (siehe Abschnitt 4.2.1). Zudem wurden neue
Designs entwickelt, um eine Zach-PP auf einem platzsparenden 3 mm Chip zu realisieren
(siehe Abschnitt 4.2.3). Nach erfolgter Herstellung werden die Zach-PP mittels Lichtmikro-
skopie und REM untersucht und charakterisiert (siehe Abschnitt 4.2.4). Dabei geht es zum
einen darum optisch einzuschätzen, ob der Herstellungsprozess erfolgreich war, alle Leiter-
bahnen durchgängig sind und die Zach-PP-Struktur unbeschädigt ist. Zum anderen wird
der Zach-PP-Steg und die Elektrode vermessen. Nach einer positiven Einschätzung kann
die Zach-PP in ein Transmissionselektronenmikroskop eingebaut und getestet werden. Die
Zach-PP wurden in das Philips CM200 (siehe Abschnitt 4.2.5) und für Untersuchungen an
biologischen Kryo-Proben in das JEOL JEM-3200 (siehe Abschnitt 4.2.6) implementiert.

4.2.1 Herstellung von freitragenden Siliziumnitrid-Membranen

Ausgangspunkt der Herstellung von Zach-PP sind freitragende Si3N4-Membranen, die in
einem Ätzprozess aus mit Si3N4 beschichteten Si-Chips herausgearbeitet werden. Im Fol-
genden werden die Chips auch als PP-Rohlinge bezeichnet. Sie lassen sich käuflich erwer-
ben (Silson Ltd., Northhampton, England) und werden als rechteckige Chips ausgeliefert,
die sich nochmals in sechs Einzelchips mit je zwei Si3N4-Membranen brechen lassen. Die
beiden Membranen befinden sich in einem Abstand von 1 mm zueinander entfernt an ei-
nem Ende des jeweiligen Einzelchips. Auf den Einzelchips wird dann die Zach-PP-Struktur
aufgebaut und je eine Zach-PP-Elektrode in einem Winkel von 90° zueinander hergestellt.
Insgesamt können damit aus einem PP-Rohling bis zu zwölf Zach-PP hergestellt werden.
Wenn mehrere PP-Rohlinge gleichzeitig im Herstellungsverfahren bearbeitet werden, ver-
vielfacht sich die Anzahl entsprechend.
Um unabhängig von den Wartezeiten eines Herstellers zu sein und eigene Chip-Designs
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für eine optimierte Zach-PP-Herstellung zu entwerfen, wurde die Herstellung von frei-
tragenden Si3N4-Membranen mit den am LEM zur Verfügung stehenden Mitteln selbst
durchgeführt. Die einzelnen PP-Rohlinge werden dabei aus einem 4-Zoll Si-Wafer herge-
stellt, der beidseitig mit einer spannungsarmen Si3N4-Schicht mit einer Dicke von 120 nm
versehen ist (MicroChemicals GmbH, D-Ulm). Während eine der beiden Si3N4-Schichten
am Ende des Herstellungsprozesses die freitragenden Si3N4-Membranen bildet, dient der
Si-Wafer im Wesentlichen als stabilisierende Trägerschicht für die PP-Rohlinge. Ziel des
Herstellungsverfahrens ist es, die Si3N4-Schicht auf der Rückseite und das Si des Wafers
innerhalb eines genau definierten Fensters zu entfernen, um anschließend eine freitragen-
de Membran mit den gewünschten Abmessungen aus der Si3N4-Schicht der Vorderseite
zu erhalten. Die dazu verwendeten Methoden der Fotolithografie und die angewandten
Ätzverfahren sind in Abschnitt 3.1 und 3.5.3 genauer beschrieben.
Für die Fotolithografie wird zunächst eine Fotomaske benötigt, durch welche die Stellen
definiert werden, an denen später das rückseitige Si3N4 und der Si-Wafer entfernt werden
sollen. Maskenrohlinge sind käuflich erwerbbar und bestehen im Wesentlichen aus einem
Quarzglas, auf welches eine lichtundurchlässige Cr-Schicht und eine lichtsensitive Lack-
schicht aufgebracht wurde. Die Fotomaske wird mit dem Maskenschreiber HIMT DWL 66
hergestellt (siehe Abschnitt 3.1.2). Das Layout der Maske wird mit dem Layoutprogramm
KLayout erstellt und als .gdsii-Datei in die Software des Maskenschreibers importiert. Ab-
bildung 4.2a zeigt den Aufbau des Layouts, welches sich über den gesamten Durchmesser
des Si-Wafers erstreckt. Das Layout sieht zum einen PP-Rohlinge mit rechteckigen Ein-
zelchips vor, die jeweils zwei Si3N4-Membranen aufweisen und dem Design der käuflich
erworbenen PP-Rohlinge nachempfunden sind. Dadurch muss das etablierte Standardver-
fahren für die Zach-PP-Herstellung (siehe Abschnitt 4.2.2) bei Verwendung der selbst herge-
stellten PP-Rohlinge nicht abgeändert werden. Zum anderen ermöglicht das Maskenlayout
die Herstellung von PP-Rohlingen mit sechs etwa 3 mm großen Scheibchen, die jeweils drei
freitragende Membranen beinhalten. Auf die Verwendung der 3 mm Chips für die Zach-PP-
Herstellung wird in Abschnitt 4.2.3 genauer eingegangen. Um Zach-PP mit unterschiedlich
großen Aperturdurchmessern herstellen zu können, werden durch die Fotomaske unter-
schiedlich große Membranen in den Rohlingen definiert. Das Layout der Maske ist ausge-
legt für PP-Rohlinge mit rechteckigen Einzelchips und Membranabmessungen von 160 ×
160 µm (grün markiert in Abbildung 4.2a), 250 × 250 µm (violett markiert in Abbildung
4.2a) und 500 × 500 µm (blau markiert in Abbildung 4.2a) sowie PP-Rohlinge mit 3 mm
Chips und Membranabmessungen von 160 × 160 µm (türkis markiert in Abbildung 4.2a)
und 250 × 250 µm (rot markiert in Abbildung 4.2a).
Nachdem das Maskenlayout mit dem Maskenschreiber auf einen Maskenrohling übertragen
wurde, muss zunächst der Lack des Maskenrohlings entwickelt werden, um die belichteten
Lackstellen zu lösen. Dazu wird der belichtete Maskenrohling in eine mit MF-319 Developer
befüllte Kristallisierschale aus Glas gelegt und für 45 s darin belassen. Danach wird der
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Maskenrohling in eine weitere mit destilliertem H2O gefüllte Kristallisierschale gelegt, um
die Entwicklung zu stoppen. Nach dem Trockenblasen mit der N2-Pistole wird im Licht-
mikroskop Zeiss Axio überprüft, ob die Entwicklung vollständig ist und die Cr-Schicht in
allen vom Maskenschreiber definierten Bereichen hervortritt. Sind noch einzelne Lackreste
auf der freigelegten Cr-Schicht zu sehen, muss der Wafer erneut für wenige Sekunden in
das Entwicklerbad.
Im nächsten Schritt wird die offenliegende Cr-Schicht in einem Bad mit Cr-Ätze (siehe Ab-
schnitt 3.5.3) entfernt. Der Ätzvorgang dauert etwa 45 s. Die Ätzreaktion is anfangs nicht
zu erkennen, bis sich die offenliegenden Cr-Bereiche schließlich schwarz färben und dann
durchsichtig werden. Nach erneutem Abstoppen der Reaktion inH2O und anschließendem
Trocknen wird der Vorgang im Zeiss Axio kontrolliert. Ist die Cr-Schicht vollständig ent-
fernt, wird anschließend die verbleibende Lackschicht von der Maske gelöst. Dies erfolgt in
einem Bad aus Remover 300-70 bei einer Temperatur von 70 °C und dauert etwa eine Stun-
de. Nach einem Spülen der Maske in Isopropanol (IPA) und destilliertem H2O wird die
Maske mit N2 getrocknet und kann fortan für die Fotolithografie verwendet werden. Ab-
bildung 4.2b zeigt eine Fotografie der fertigen Maske, die im Weiteren für die Herstellung
der PP-Rohlinge verwendet wird. Zu sehen ist die stark reflektierende, lichtundurchlässige
Cr-Schicht, in der an den durch das Layout in Abbildung 4.2a definierten Stellen das licht-
durchlässige Quarzglas frei liegt.
Der Herstellungsprozess von PP-Rohlingen ist in Abbildung 4.3 schematisch dargestellt.
Zunächst wird der als Ausgangsmaterial dienende und beidseitig mit Si3N4 beschichtete
Si-Wafer (MicroChemicals GmbH, D-Ulm; siehe Abbildung 4.3a) mit Aceton und destil-
liertem H2O gereinigt. Etwaige Wasserreste werden durch zehnminütiges Heizen auf der
Heizplatte bei 120 °C entfernt. Anschließend wird der Wafer mit einer Lackschleuder im
Rotationsbeschichtungsverfahren (siehe Abschnitt 3.1.1) mit einem TI 35ES Fotolack ver-
sehen. Die Lackschleuder wird dabei bei einer Umdrehungsfrequenz von 2000 Hz für 40 s
betrieben, um eine ausreichend dicke homogene Lackschicht zu erhalten (siehe Abbildung
4.3b). Durch zweiminütiges Ausheizen bei 120 °C auf der Heizplatte werden verbliebene
Lösungsmittelreste entfernt (siehe Abbildung 4.3c). Der belackte Wafer wird nun in den
Süss MA6 (siehe Abschnitt 3.1.3) transferiert, mit der zuvor hergestellten Fotomaske aus
Abbildung 4.2b in Deckung gebracht und an den lichtdurchlässigen Stellen der Maske mit
UV-Licht bestrahlt (siehe Abbildung 4.3d). Die UV-Lichtquelle wird dabei für 60 s bei ei-
ner Leistung von 5 mW betrieben, um die nötige Bestrahlung von 300 mJ/cm2 zu erreichen.
Nach einer mindestens zwanzigminütigen Prozesspause wird der belichtete Wafer, wie be-
reits in Zusammenhang mit der Herstellung der Fotomaske beschrieben, für 30 – 40 s in ein
Entwicklerbad gegeben, um die belichteten Stellen des Lackes zu lösen und das sich darun-
ter befindende Si3N4 freizulegen (siehe Abbildung 4.3e). Der dafür verwendete Entwick-
ler ist AZ 726 MiF. Anschließend kann die freiliegende Si3N4-Schicht in der Sentech Si 220
mittels RIE entfernt werden (siehe 3.5.3). Der RIE-Prozess wird mit den ProzessgasenCHF 3
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Abbildung 4.2: Maskenlayout und fertiggestellte Fotomaske für die Herstellung von PP-
Rohlingen. a) Das Maskenlayout definiert die Stellen, die während der Fotolithografie belich-
tet werden sollen. Das Layout sieht PP-Rohlinge aus drei Einzelchips mit je zwei Membranen
in den Größen 160× 160 µm (grün), 250× 250 µm (violett) und 500× 500 µm (blau) vor so-
wie PP-Rohlinge aus sechs Scheibchen mit je drei Membranen in den Größen 160× 160 µm
(türkis) und 250× 250 µm (rot). b) Fotografie der fertiggestellten Fotomaske. An den vom
Layout in a) vorgegebenen Stellen wurde die lichtundurchlässige Cr-Schicht vom Masken-
rohling entfernt und das transparente Quarzglas liegt frei.

und O2 bei einer Flussrate von 50 sccm für das CHF 3 und 5 sccm für das O2 bei einem Gas-
druck von 6 Pa und einer Reaktorleistung von 140 W durchgeführt. Die Si3N4-Schicht mit
ihrer Dicke von 120 nm ist nach 200 s vollständig weggeätzt und das darunter befindliche
Si liegt frei (siehe Abbildung 4.3f). Die verbliebene Lackschicht kann unter Verwendung
von Aceton als Lösungsmittel entfernt werden (siehe Abbildung 4.3g).
Die Entfernung der nunmehr freigelegten Si-Schicht erfolgt durch ein nasschemisches Ätz-
verfahren (siehe Abschnitt 3.5.3) in einem Bad aus 40-prozentigerKOH-Lösung (Mischungs-
verhältnis KOH :H2O = 2:3), welches durch eine Heizplatte auf einer Temperatur von 80 °C
gehalten wird. Innerhalb eines Zeitraums von drei bis vier Stunden ist die Si-Schicht mit
ihrer Dicke von tSi = 200 µm vollständig durchgeätzt. Dabei ist zu beachten, dass der
Ätzprozess anisotrop abläuft. Wie bereits in Abschnitt 3.5.3 erwähnt, unterscheidet sich die
Ätzrate von einkristallinem Si in KOH für unterschiedliche kristallografische Richtungen.
In absteigender Reihenfolge ist die Ätzrate in 〈100〉-Richtung am größten, gefolgt von der
〈110〉- und der 〈111〉-Richtung. Wie in Abbildung 4.3h verdeutlicht, bildet sich ein stumpf
pyramidales Fenster, das am Ende des Ätzprozesses die Si3N4-Schicht erreicht, die nicht
reaktiv mit KOH ist und als freistehende Membran verbleibt.
Bereits bei der Planung des Maskenlayouts muss die Anisotropie der Ätzreaktion von Si

in KOH berücksichtigt werden, denn um eine Si3N4-Membran der genau definierten Sei-
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des fotolithografischen Herstellungsprozesses von
freitragenden Si3N4-Membranen für PP-Rohlinge nach [41]. a) Dem Prozess liegt ein beid-
seitig mit Si3N4 beschichteter Si-Wafer zugrunde. b) Im Rotationsbeschichtungsverfahren
wird der Wafer mit einem Fotolack belackt. c) Die Lackschicht wird ausgeheizt, um etwaige
Lösungsmittelrückstände zu entfernen. d) Im Maskenausrichter wird eine Fotomaske über
dem belackten Wafer positioniert. An lichtdurchlässigen Stellen in der Maske wird die Lack-
schicht mit UV-Licht bestrahlt, während sie an den lichtundurchlässigen Stellen der Maske
geschützt bleibt. e) In einem Entwicklerbad werden die belichteten Lackstellen entfernt und
das Si3N4 wird freigelegt, während die unbelichteten Stellen des Lackes erhalten bleiben.
f) In einem RIE-Prozess wird die freiliegende Si3N4-Schicht weggeätzt. g) Die verbleiben-
de Lackschicht wird mit einem Lösungsmittel entfernt. h) Die Si-Schicht wird durch KOH
in einem nasschemischen anisotropen Ätzprozess entfernt, sodass nur noch die gewünschte
Si3N4-Membran übrig bleibt.

tenlänge DMem zu erhalten, muss die Seitenlänge des belichteten Bereiches Dbel entspre-
chend größer gewählt werden. Berücksichtigt man den Winkel von 54,7° [36], unter dem
sich das pyramidale Fenster bei 〈100〉-orientierten Wafern ausbildet, kann Dbel mit Kennt-
nis der Dicke der Si-Schicht tSi = 200 µm über DMem berechnet werden [41]:

Dbel = DMem +
2 tSi

tan(54,7)
. (4.1)

Nach dem KOH-Ätzen können noch K-Reste in den pyramidal geätzten Fenstern verblei-
ben. Diese können entweder mit destilliertem H2O weitestgehend abgespült werden oder
mit einer Lösung aus H2O, H2O2 und HCl im Mischungsverhältnis 5:1:1 gelöst werden.
Abbildung 4.4 zeigt einige Beispiele der hergestellten PP-Rohlinge, die jeweils mit einem
Großbuchstaben gekennzeichnet sind. In Abbildung 4.4a ist die Vorderseite eines PP-Roh-
lings mit sechs 3 mm Chips mit je drei 250× 250 µm großen Membranen (A) sowie dreier
PP-Rohlinge mit je drei Einzelchips, die jeweils über zwei 500× 500 µm (B), 250× 250 µm
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(C) und 160× 160 µm (D) große Membranen verfügen, fotografisch dargestellt. In der sonst
glatten Si3N4-Oberfläche treten die Membranen aufgrund ihrer Lichtdurchlässigkeit her-
vor. Abbildung 4.4b zeigt die Rückseite der PP-Rohlinge. Während des Herstellungsprozes-
ses werden auch die Umrandungen der Einzelchips belichtet und geätzt, sodass an diesen
Stellen Gräben entstehen, die in Abbildung 4.4b linienartig hervortreten. Diese Gräben die-
nen nach der Zach-PP-Herstellung als Sollbruchstelle, um die Einzelchips unbeschadet aus
den Rohlingen brechen zu können. Mit dem Lichtmikroskop Zeiss Axio kann der Erfolg der
Herstellung der PP-Rohlinge grob überprüft werden. So zeigt beispielsweise die lichtmikro-
skopische Aufnahme in Abbildung 4.4c die Vorderseite eines 3 mm Chips mit drei intakten
160× 160 µm großen Membranen. Beschädigte oder eingebrochene Membranen können so
schnell identifiziert und für die Zach-PP-Herstellung verworfen werden. Die lichtmikrosko-
pische Aufnahme der Rückseite des 3 mm Chips in Abbildung 4.4d ermöglicht einen ersten
Eindruck der pyramidalen Struktur der in das Si geätzten Fenster, allerdings ist die Tie-
fenschärfe des Lichtmikroskops nicht ausreichend, um sie vollständig scharf abzubilden.
Für eine genauere Betrachtung der geätzten Strukturen können REM-Aufnahmen erstellt
werden. Abbildung 4.5a zeigt 10 keV SE-REM-Aufnahmen der Vorderseite dreier 3 mm
Chips mit 160× 160 µm großen Si3N4-Membranen aus einem entsprechenden PP-Rohling.
Die dünnen Si3N4-Membranen zeigen dunklen Kontrast gegenüber der umgebenden Si3N4-
Schicht. Die REM-Aufnahme der Rückseite in Abbildung 4.5b zeigt die für den anisotropen
Ätzprozess typische stumpf pyramidale Form des in das Si geätzten Fensters. Aufgrund
der hohen Tiefenschärfe des Rasterelektronenmikroskops kann die komplette Pyramiden-
struktur scharf abgebildet werden. Des Weiteren werden die geätzten Gräben deutlich, die
beim Herausbrechen der Chips als Sollbruchstelle dienen und für die runde Form der 3 mm
Chips sorgen. Die Abbildungen 4.5c-e zeigen stärker vergrößerte REM-Aufnahmen der drei
unterschiedlichen Membrangrößen, die unter Verwendung der in Abbildung 4.2b darge-
stellten Fotomaske für den Lithografieprozess hergestellt werden können. Abbildung 4.5c
zeigt eine 160× 160 µm große, Abbildung 4.5d eine 250× 250 µm große und Abbildung 4.5e
eine 500× 500 µm große Membran. Die SeitenlängenDbel undDMem aus Gleichung 4.1 sind
in Abbildung 4.5c eingezeichnet. Da die Differenz Dbel − DMem nur von der Schichtdicke
des Si tSi = 200 µm abhängt, bleibt die Breite des durch den anisotropen Ätzprozess her-
vorgerufenen Randes im Si-Fenster bei zunehmender Membrangröße gleich.

4.2.2 Herstellung einer Standard-Zach-PP

Die Herstellung einer Standard-Zach-PP ist ein komplexer mehrschrittiger Prozess und
folgt dem von Hettler et al. etablierten Standardverfahren [45, 46, 51], welches in kleineren
Teilen erneut abgeändert und angepasst wurde. In diesem Abschnitt soll die prinzipielle
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Abbildung 4.4: Fotografische und lichtmikroskopische Abbildungen der hergestellten PP-
Rohlinge. a) Die Vorderseite von fünf verschiedenen PP-Rohlingen zeigt eine glatte
Si3N4-Oberfläche und die dünnen freitragenden Membranen sind aufgrund ihrer Licht-
durchlässigkeit zu erkennen. b) Die Rückseite der PP-Rohlinge zeigt neben den in das Si
geätzten Fenstern auch Linien, die die Einzelchips abgrenzen. Diese Linien wurden im Her-
stellungsprozess auf gleiche Weise geätzt und dienen als Sollbruchstelle beim Herausbrechen
der Einzelchips. Die mit Großbuchstaben gekennzeichneten PP-Rohlinge beinhalten A) sechs
3 mm Chips mit je drei 250× 250 µm großen Membranen und drei Einzelchips mit je zwei
B) 500× 500 µm, C) 250× 250 µm und D) 160× 160 µm großen Membranen. c) Eine licht-
mikroskopische Aufnahme der Vorderseite eines 3 mm Chips mit drei 160× 160 µm großen
Membranen kann zur schnellen Qualitätskontrolle herangezogen werden, um Risse in den
freitragenden Membranen auszuschließen. d) Die lichtmikroskopische Aufnahme des 3 mm
Chips in c) zeigt die pyramidale Struktur der geätzten Fenster. Aufgrund fehlender Tie-
fenschärfe kann diese allerdings nicht vollständig scharf abgebildet werden.
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Abbildung 4.5: SE-REM-Aufnahmen der hergestellten 3 mm Chips und Si3N4-Membranen
mit verschiedenen Abmessungen. Die Aufnahmen wurden bei einer Elektronenenergie
von 10 keV erstellt. a) Die Vorderseite dreier noch aneinanderhängender 3 mm Chips mit
160× 160 µm großen Si3N4-Membranen. Die Membranen zeigen dunklen Kontrast und
sind frei von Einrissen. b) Die Rückseiten der 3 mm Chips zeigen die typische pyramidale
Struktur der mitKOH nasschemisch in das Si geätzten Fenster sowie die als Sollbruchstelle
dienenden Gräben. c-e) Vergrößerte Rückansicht dreier Membranen mit den Abmessungen c)
160× 160 µm, d) 250× 250 µm und e) 500× 500 µm. Die Differenz der Seitenlängen Dbel

und DMem (eingezeichnet in c)) ist nur von der Schichtdicke tSi abhängig und bleibt bei zu-
nehmender DMem gleich.
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Abfolge des Herstellungsprozesses dargestellt werden. Ideale Voraussetzungen und Ab-
messungen für die Funktion einer Zach-PP wurden in den genannten Arbeiten von Hettler
et al. [45, 46, 51] ebenfalls ausführlich untersucht und sind im Folgenden kurz zusammenge-
fasst. Dabei gilt es einen Kompromiss zwischen optimaler Funktion, mechanischer Stabilität
des Zach-PP-Steges und Machbarkeit mit den zur Verfügung stehenden Mikrostrukturie-
rungstechniken zu finden.
Die prinzipiell anpassbaren Größenparameter der Zach-PP (siehe 2.13) sind der Apertur-
durchmesser, die Breite und Höhe der Elektrode sowie die Breite und Höhe des gesamten
Steges. Die letzten beiden sind im Wesentlichen von den Dicken der einzelnen Schichten
abhängig, die bei der Herstellung des Schichtsystems der Zach-PP abgeschieden werden.
Der optimale Aperturdurchmesser sollte im Bereich des Informationslimits des Mikroskops
liegen, in das die Zach-PP implementiert wird. So wird vermieden, dass Bildinformation
durch die Zach-PP-Blende in der BFP abgeschnitten wird. In der Regel wurden Apertur-
duchmesser von 90 – 100 µm gewählt. Wie in Abschnitt 4.1.1 beschrieben, liegt ein Apertur-
durchmesser von 100 µm etwas unter dem Informationslimit des JEOL JEM-3200 im Betrieb
im SA-MAG-Modus (Zach-PP in der vergrößerten BFP). Sehr kleine Bildinformationen bei
hohen Raumfrequenzen werden von der Zach-PP-Blende abgeschnitten. Da die Zach-PP
am JEOL JEM-3200 hauptsächlich zur Untersuchung von biologischen Proben bei geringen
Vergrößerungen von etwa 20 kx verwendet wird, ist dieser Informationsverlust hinnehm-
bar. Testweise wurden auch Zach-PP mit größerem Aperturdurchmesser von 450 µm und
250 µm hergestellt, welche in den späteren Experimenten aber nicht verwendet wurden. Ein
Nachteil, der bei der Strukturierung von Zach-PP mit größeren Aperturdurchmessern ent-
steht, ist einerseits die Abnahme der Stabilität des freistehenden Steges und andererseits,
dass größere Si3N4-Membranen für die Herstellung verwendet werden müssen, die sehr
viel schneller einreißen und die PP unbrauchbar machen. Um ein Einbrechen der Stege zu
vermeiden, hat sich eine Stegbreite von 2,5 µm bei einer Elektrodenbreite von 1,5 µm für die
Zach-PP mit dem 450 µm Aperturdurchmesser als ausreichend erwiesen, während für die
Zach-PP mit 250 µm Durchmesser ein Steg mit der Breite von 1,5 µm bei einer Elektroden-
breite von 500 nm stabil genug war.
In der Regel sollte die Stegbreite so klein wie möglich gewählt werden, um eine Blocka-
de von Raumfrequenzen in der BFP zu minimieren. Zudem kann mittels Simulationen des
durch die Zach-PP hervorgerufenen elektrostatischen Potenzials gezeigt werden, dass die
Abmessungen der Elektrode im Zusammenhang mit der erreichbaren Cut-on-Frequenz der
PP stehen [46]. Optimal ist demnach eine möglichst schmale, aber vergleichsweise hohe
Elektrode. Die Höhe der Elektrode ist wiederum limitiert durch die Dicke der Isolator-
schicht, die während der Herstellung auf der Elektrode abgeschieden werden kann. So liegt
die maximal erreichbare Elektrodenhöhe in einem Bereich von 80 – 120 nm [45]. Darüber
hinaus spielt die freie Elektrodenfläche eine Rolle für die Phasenschiebung ϕPP die mit der
PP erreicht werden kann. Eine schmale Elektrode benötigt eine höhere Spannung UPP, um
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eine bestimmte ϕPP zu erreichen, als eine breite Elektrode. Gleichzeitig sollte die benötigte
UPP nicht zu groß sein, um die dünnen Isolatorschichten nicht zu durchbrechen. Unter Be-
trachtung dieser Kriterien hat sich eine Elektrodenbreite von etwa 300 nm bei einer Steg-
breite von 1 µm für eine Zach-PP mit einem Aperturdurchmesser von 100 µm als optimal
erwiesen [45].
Der Herstellungsprozess einer Zach-PP erfolgt größtenteils in einer Reinraumumgebung
(siehe Abschnitt 3.7), um Verunreinigungen der PP-Chips weitestgehend zu vermeiden.
Die schematische Abfolge der einzelnen Herstellungsschritte ist anhand von mit dem Zeiss
Axio erstellten lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4.6 veranschaulicht. Das
Ausgangsmaterial sind PP-Rohlinge mit freitragenden Si3N4-Membranen 4.6a, die entwe-
der gekauft oder, wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, selbst hergestellt werden. Die PP-Roh-
linge lassen sich in drei bis sechs Einzelchips mit jeweils zwei Membranen unterteilen. Im
Folgenden wird die Herstellung der Zach-PP-Struktur auf einen Einzelchip beschrieben.
Nach der Beschichtung des Einzelchips mit PMMA 950K, einem elektronenstrahlsensitiven
Lack, wird mittels ESL (siehe Abschnitt 3.3) die Struktur der Elektroden auf die beiden
Membranen (siehe Abbildung 4.6b) sowie der Heizung (siehe Abbildung 4.6c) am unte-
ren Ende des Chips lithografiert. Falls der zur Implementierung der Zach-PP verwende-
te PP-Halter wie z.B. am JEOL JEM-3200 selbst beheizbar ist, kann die Strukturierung der
Heizung ausgelassen werden. Der eigentlich freistehende Steg des Zach-PP-Designs, der
eigentlich in der Mitte der PP-Blende endet, wird aus Stabilitätsgründen als durchgehender
Steg produziert. In einem späteren Herstellungsschritt wird dann der Steg auf der nicht mit
Leiterbahnen versehenen Seite entfernt. Im nächsten Schritt wird die lithografierte Struktur
in einem PVD-Prozess im Lesker PVD75 (siehe Abschnitt 3.5.1) mit anschließendem Lift-off -
Verfahren (siehe Abschnitt 3.3) mit einer etwa 100 nm dicken Cr/Au-Schicht versehen (sie-
he Abbildung 4.6d,e). Die nur 3,5 nm dicke Cr-Schicht gewährleistet eine bessere Haftung
der Au-Schicht. Die Leiterbahn auf dem Einzelchip ist deutlich breiter als die Elektrode im
Steg, welche erst im Zentrum der Membran ihre minimale Breite erreicht. Neben besserer
mechanischer Stabilität des Steges wird dadurch auch der elektrische Widerstand der Lei-
terbahnen reduziert. Wie in Abbildung 4.6d zu sehen ist, werden neben der Elektrode auch
Markerkreuze auf und um die Membran erstellt, welche im nächsten Schritt eine genaue
Positionierung der Blendenstruktur um die Elektrode in der Mitte ermöglichen. Die Blende
wird nach erneuter Belackung des Einzelchips mit ESL um die Elektrode lithografiert. Dabei
werden vom Elektronenstrahl nur die Ränder der Blende definiert (siehe Abbildung 4.6f),
wodurch beim nachfolgenden RIE-Prozess (siehe Abschnitt 3.5.3) der Membran im Blen-
denbereich (siehe Abbildung 4.6g) sauberere Kanten erhalten und Einrisse in die Membran
vermieden werden [45]. Der RIE-Prozess entscheidet oftmals über den Erfolg des gesamten
Herstellungsprozesses. Die lithografierte Struktur der 100 µm Blende sieht nur einen 800 nm
breiten Verbleib der mit der Elektrode beschichteten Membran in der Mitte vor. Reißt der
Steg bei diesem Prozess, kommt es durch die hohen Temperaturen, die im abschließenden
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PVD-Prozess entstehen, zum unvermeidbaren Verbiegen der beiden Stegteile und zur Un-
brauchbarkeit der PP [45].
Durch den abschließenden PVD-Prozess wird die Vorderseite der Elektrode mit einer isolie-
renden Al2O3-Schicht bedampft. Da sich an der Rückseite der Elektrode noch das isolieren-
de Si3N4 der Membran befindet, ist die Elektrode im Anschluss vollständig von elektrisch
isolierendem Material umgeben. Die PVD von Al2O3 sollte immer unter Verwendung einer
Heizlampe bei etwa 200 °C erfolgen, um eine höhere Schichtglätte zu erreichen. Die Ab-
schirmung der Zach-PP erfolgt durch beidseitiges bedampfen mit einer leitfähigen Cr/Au-
Schicht (siehe Abbildung 4.6h). Um dabei die Seiten des Steges ebenfalls mit Cr/Au zu
bedecken, erfolgt die Bedampfung der Vorderseite unter Verwendung des Drehhalters der
Lesker PVD75 bei einem schiefen Winkel. Zum Abschluss des Herstellungsprozesses kann
die Zach-PP noch mit einer etwa 5 nm dicken aC-Schicht bedeckt werden, um Kontaminati-
on und Aufladung bei späterer Beleuchtung mit dem Elektronenstrahl im Mikroskop etwas
zu vermindern [40]. Dies kann entweder direkt in der Lesker PVD75 oder unter Verwen-
dung eines Cressington 108 erfolgen.
Abbildung 4.6i zeigt den Einzelchip mit fertiggestellter Zach-PP-Struktur. Neben den Lei-
terbahnen, den Kontaktpads und der Heizung (goldfarben) auf dem Si3N4-Substrat (grün)
sowie den beiden Aperturen (schwarz), ist das Schichtsystem aus Al2O3 (lila) und Cr/Au
(goldfarben, etwas dunkler aufgrund der zusätzlichen aC-Schicht) zu erkennen. Während
des Aufdampfens wurden die Kontaktpads und die Heizung mit Alufolie abgedeckt. Beim
Aufdampfen der Cr/Au-Schicht wurde die Alufolie etwas weiter in Richtung der Apertu-
ren angesetzt, um einen Kurzschluss zwischen Leiterbahnen und Abschirmung zu vermei-
den.
Bevor der fertige Zach-PP-Chip in ein Mikroskop eingebaut und verwendet werden kann,
muss der Zach-PP-Steg mit einem FIB durchtrennt und auf der nicht mit einer Leiterbahn
versehenen Seite entfernt werden. Dazu wird entweder die FIB-Anlage des FEI Strata 400
oder des FEI Helios G4 FX benutzt. Abbildung 4.7a zeigt eine mit der Kamera der Proben-
kammer erstellte Aufnahme der Probenbühne des FEI Helios G4 FX, auf der sich ein mit
vier Zach-PP-Doppelchips beklebter Probenteller befindet. So wie im Herstellungsverfah-
ren meist mehrere Zach-PP-Chips hergestellt werden, erfolgt auch das Durchtrennen der
Stege möglichst in einem Durchgang. Abbildung 4.7b zeigt eine SE-REM-Aufnahme einer
Zach-PP-Apertur vor dem Durchtrennen des Steges, erstellt bei einer Primärelektronenen-
ergie von 5 keV. Die Probenbühne ist bereits um 52° verkippt, damit die Probenoberfläche
senkrecht zum FIB steht. Auf der unteren Seite befindet sich der Teil des Steges, der ent-
fernt werden soll. Zunächst wird der Steg in der Mitte bei einem mittleren Ionenstrom von
90 pA durchtrennt. Die nun offengelegte Spitze des Zach-PP-Steges, inmitten dessen sich
die Zach-PP-Elektrode befindet, wird bei einem schwachen Ionenstrom von 26 pA glatt po-
liert. Der nicht benötigte Teil des Steges wird anschließend am Aperturrand abgetrennt. Wie
auch schon beim Durchtrennen der Stegmitte erfolgt, wird der FIB zunächst durch Scharf-

73



4 Herstellung und Implementierung von Phasenplatten

Abbildung 4.6: Lichtmikroskopische Aufnahmen der einzelnen Herstellungsschritte einer
Zach-PP. a) Ausgangsmaterial ist ein PP-Rohling mit freitragender Si3N4-Membran. b,c)
Nach Belackung des Rohlings wird b) die Elektrode samt Zuleitung und Kontaktpad sowie
c) die Heizung mittels ESL strukturiert. d,e) In einem PVD- mit anschließendem Lift-off-
Prozess wird d) die strukturierte Elektrode und e) die Heizung mit einer Cr/Au-Schicht ver-
sehen. f) Mittels ESL wird die Umrandung der Blende um den Steg in den erneut belackten
Rohling lithografiert. g) Die Blende wird in einem RIE-Prozess aus der Membran geätzt. h) In
drei weiteren PVD-Prozessen wird die Abschirmung aus einer Al2O3- (Vorderseite) und ei-
ner Cr/Au-Schicht (Vorder- und Rückseite) hergestellt. i) Zusammengefügte und bearbeitete
Lichtmikroskopie-Aufnahme eines Einzelchips mit fertiggestellter Zach-PP-Struktur. Vor der
Implementierung muss der Zach-PP-Steg noch getrennt und die Elektrode freigelegt werden.
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Abbildung 4.7: Durchtrennen des Zach-PP-Steges mit einem FIB. a) Fotografie eines mit vier
Zach-PP-Doppelchips beklebten Probentellers auf der Probenbühne des FEI Helios G4 FX,
erstellt mit der Videokamera in der Probenkammer. b,c)SE-REM-Aufnahmen bei einer Elek-
tronenenergie von 5 keV zeigen eine Zach-PP-Blende b) vor und c) nach dem Durchtrennen
des Steges in der Stegmitte und am Aperturrand. Nach dem Durchtrennen richtet sich der
abgetrennte Steg auf. Auf dem abgetrennten Steg sind Oberflächenschädigungen an den zwei
Stellen zu erkennen, an denen der FIB fokussiert wurde. d-f) FIB-induzierte SE-Abbildungen
bei einer Ionenenergie von 30 keV zeigen das Vorgehen beim Durchtrennen eines Zach-PP-
Steges am Aperturrand. d) Fokussieren des FIB auf dem abzutrennenden Teil des Steges. e)
Durchtrennen des Steges an den Seiten. f) Durchtrennen des verbliebenen Steges in der Mitte.

stellen einer FIB-induzierten SE-Aufnahme eines kleinen Bereichs auf dem nicht benötigten
Teil des Steges fokussiert. Die damit einhergehende Strahlenschädigung der Oberfläche ist
in Abbildung 4.7d deutlich zu erkennen. Aufgrund dieser starken Wechselwirkung des FIB
mit der Probenoberfläche sollte die PP auch möglichst nur im Bereich des abzutrennenden
Steges beleuchtet werden. Wie in Abbildung 4.7e,f zu erkennen, erfolgt das Abtrennen des
Steges in zwei Schritten. Zunächst wird der Steg bei einem hohen Ionenstrom von 260 pA
an beiden Seiten eingeschnitten, sodass der Steg nur noch an einem kleinen Stück in der
Mitte hängt. Anschließend wird das Stück mit einer diagonal verlaufenden rechteckigen
FIB-Routine durchtrennt. Diese Vorgehensweise führt dazu, dass sich der abgetrennte Teil
des Steges am Aperturrand aufstellt, wie es in Abbildung 4.7c zu sehen ist. Beim Heraus-
holen der Zach-PP aus der Probenkammer fällt der aufgestellte Steg in der Regel durch die
Apertur.

4.2.3 Herstellung einer Zach-PP auf einem 3 mm Chip

Wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, können drei freitragende Si3N4-Membranen auch auf
einem runden Chip mit einem Durchmesser von nur 3 mm hergestellt werden (siehe Abbil-
dung 4.5). Die Herstellung einer Zach-PP auf einem derartigen 3 mm Chip hat den Vorteil,
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dass sie sehr platzsparend in die meisten herkömmlichen Blendenhalterplättchen einge-
baut werden können, da es sich dabei um einen Standarddurchmesser für viele Arten von
TEM-Netzen und Blendenscheibchen handelt. Dadurch können prinzipiell auch einfache
Blendenhalter für die Implementierung einer Zach-PP in ein Transmissionselektronenmi-
kroskop verwendet werden, wobei diese allerdings mit einer Vakuumdurchführung für die
Spannungsversorgung der Zach-PP-Elektroden ausgestattet werden müssen. Es können al-
lerdings auch PP-Halter verwendet werden, die eigentlich nur für den Einsatz von Dünnfilm-
PP ausgelegt sind. Aufgrund des geringen Platzes ist die Strukturierung und anschließende
Kontaktierung der Au-Heizung auf dem kleinen Chip nicht möglich. Der verwendetet PP-
Halter sollte also selbst heizbar sein. In Kontext mit der Implementierung von Zernike-PP
in das Philips CM200 in Abschnitt 4.3.3 wird auch ein nachrüstbares und mit einem Heiz-
widerstand ausgestattetes PP-Halterplättchen vorgestellt.
Abbildung 4.8 zeigt anhand zweier lichtmikroskopischer Aufnahmen zwei mögliche De-
signs zur Anordnung dreier Zach-PP auf einem 3 mm Chip. Die Herstellung der Zach-
PP-Elektrode und -Blende entspricht der einer Standard-Zach-PP (siehe Abschnitt 4.2.2),
jedoch müssen die Zuleitungen aufgrund der geringen Chip-Größe anders verlaufen. Auf
den Aufnahmen hat die Strukturierung der Zach-PP-Elektrode bereits stattgefunden, die
Blende wurde aber noch nicht strukturiert. Abbildung 4.8a zeigt ein mögliches Zach-PP-
Design, bei dem drei parallel verlaufende Zach-PP-Elektroden auf den drei Membranen
strukturiert wurden. Bei dem Design in Abbildung 4.8b können die beiden äußeren Elek-
troden senkrecht zur mittleren Elektrode verlaufen. Alle drei Leiterbahnen münden in nur
einem Kontaktpad. Obwohl die Strukturierung dreier separater Kontaktpads möglich wäre,
würde sich die Kontaktierung mit drei Drähten bei dieser Größenordnung schwierig erwei-
sen. Da das nur wenige Hundert Nanometer dünne Schichtsystem der Zach-PP-Spitze re-
lativ anfällig für Kurzschlüsse ist, bedeutet dies aber auch, dass der 3 mm Chip bereits bei
einer einzigen fehlerhaften PP unbrauchbar wird.
Die fertige Zach-PP könnte prinzipiell auch mit einem üblichen Klemmring in einem Halt-
erplättchen fixiert werden, was einen schnelleren Austausch des Chips ermöglicht. Dies
bedarf aber eines vorherigen Tests, ob der Chip dabei nicht zerbricht und der elektrische
Kontakt der Abschirmschicht der Zach-PP zum Halterplättchen ausreichend ist. Andern-
falls empfiehlt sich die übliche Befestigung mit einem leitfähigen Klebstoff (siehe Abschnitt
4.2.5).

4.2.4 Charakterisierung

Bei der Charakterisierung einer Zach-PP geht es darum zu überprüfen, ob zum einen das
Schichtsystem der Elektrode die gewünschten Abmessungen hat und zum anderen der Her-
stellungsprozess fehlerfrei abgelaufen ist. Während einige mögliche Probleme, die bei der
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Abbildung 4.8: Lichtmikroskopische Abbildung zweier Designs zur Realisierung einer Zach-
PP auf einem 3 mm Chip. Die beiden Abbildungen stammen aus dem Herstellungsprozess
nach der PVD-Bedampfung der strukturierten Elektrode mit Cr/Au und vor der Strukturie-
rung der Blende. a) Die Zach-PP-Elektroden verlaufen parallel auf allen drei Membranen. b)
Die Zach-PP-Elektroden auf den beiden äußeren Membranen verlaufen senkrecht zur Elektro-
de auf der mittleren Membran. Bei beiden Designs laufen die Leiterbahnen aus Platzgründen
in nur einem Kontaktpad zusammen.

Herstellung auftreten können, bereits auf den erstellten Lichtmikroskopie-Aufnahmen der
einzelnen Zwischenschritte (siehe Abbildung 4.6) erkennbar sind, reicht die Vergrößerung
oftmals nicht aus, um den Herstellungserfolg abschließend zu bewerten. Aus diesem Grund
werden die fertigen PP-Chips vor dem Einbau in ein Transmissionselektronenmikroskop
mit REM untersucht.
Abbildung 4.9a zeigt eine aus einzelnen SE-REM-Aufnahmen zusammengesetzte Über-
sichtsaufnahme der Zach-PP-Struktur auf einem fertiggestellten Einzelchip, nachdem der
Steg bereits durchtrennt wurde. Eine solche Aufnahme wird in erster Linie dazu verwendet
nach Fehlstellen in den Zuleitungen zu suchen, die zu einer mangelnden Kontaktierung der
Elektrode führen würden. Des Weiteren wird überprüft, ob die freiliegende Al2O3-Schicht
breit genug ist, um einen Kurzschluss zwischen Abschirmung und Zuleitungen zu ver-
meiden. Abbildung 4.9b zeigt eine stärker vergrößerte Aufnahme der Heizung, welche aus
2 µm breiten gewundenen Leiterbahnen besteht. Die Abstände zwischen den Leiterbahnen
betragen ebenfalls nur 2 µm, was beim Lift-off -Prozess dazu führen kann, dass sich der da-
zwischen befindlicheAu-Film nicht sauber ablöst und einzelne Windungen überbrückt. Das
Prinzip einer derartigen Heizung beruht auf einer bei Stromfluss durch den Leitungswider-
stand verursachten Wärmeabgabe. Die fehlerfrei hergestellte Heizungsstruktur hat einen
Widerstand von etwa 1 kΩ. Bei überbrückten Leiterbahnen reduziert sich der Widerstand
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und damit die maximal erreichbare Temperatur entsprechend. Die Heizung wurde darauf
optimiert, den PP-Chip auf eine Temperatur von bis zu 90 °C zu heizen, ohne durch die
dazu benötigten verhältnismäßig hohen Spannungen von 10 – 20 V die Funktionalität der
Zach-PP zu beeinflussen [46].
Abbildung 4.9c zeigt eine SE-REM-Aufnahme einer Standard-Zach-PP-Spitze mit einer Steg-
breite von 1 µm und einer Elektrodenbreite von 300 nm. Die Au-Elektrode zeigt hellen Kon-
trast gegenüber der sie umschließenden Isolatorschicht. Die Al2O3-Schicht über der Elek-
trode erscheint etwas heller als die darunter liegende Si3N4-Schicht. Die Oberfläche der
Au-Abschirmung ist aufgrund der darauf abgeschiedenen aC-Schicht etwas dunkler als an
der Schnittkante. In selteneren Fällen kann es beim Erstellen des Schichtsystems vorkom-
men, dass die Al2O3-Schicht an den Kanten der Elektrode unzureichend ist, sich Elektrode
und Abschirmung berühren und einen Kurzschluss bilden. Dieses Problem kann mit einer
solchen REM-Aufnahme ebenfalls entdeckt werden. Abbildung 4.9d zeigt eine PP-Spitze
mit einer Stegbreite von 2,5 µm und einer Elektrodenbreite von 1 µm, wie sie für eine Zach-
PP mit einem Aperturdurchmesser von 450 µm strukturiert wird (siehe 4.2.2).

4.2.5 Implementierung einer Zach-PP in das Philips CM200 FEG/ST

Am Philips CM200 war zunächst nur die Implementierung von Dünnfilm-PP über einen
angepassten Objektivblendenstreifen möglich [33]. Im Rahmen der Arbeit wurde ein piezo-
gesteuerter Kleindiek MM3A-EM Mikromanipulator als PP-Halter verwendet. Um diesen
in das Transmissionselektronenmikroskop einzubauen, waren einige Anpassungen nötig,
die im Folgenden dargestellt werden. Zunächst wurde ein optimiertes Halterplättchen aus
Ti entworfen und von der Werkstatt des Physikalischen Instituts am Karlsruher Institut
für Technologie (KIT) hergestellt. Eine technische Zeichnung der Grundform des Halter-
plättchens kann Abbildung A.5a im Anhang A.1 entnommen werden. Eine auf einer Seite
verschmälerte Version des Halterplättchens, welches bei gleichzeitigem Einbau des Objek-
tivblendenstreifens verwendet werden kann, ist in Abbildung A.5b dargestellt. Wie in Ab-
bildung 4.10a gezeigt, wird der Zach-PP-Chip mit zwei Zach-PP mit dem Silberleitkleber
E-Solder 3021 in die Vertiefung des Halterplättchens geklebt. Dabei wird der Silberleitkle-
ber nur in den abgerundeten Ecken der Vertiefung aufgetragen, um ein vollständiges Un-
terlaufen des Chips zu vermeiden. Zur Kontaktierung der Zach-PP werden lackisolierte
Cu-Drähte mit dem selben Silberleitkleber auf die Kontaktpads der Heizung und der bei-
den Elektroden geklebt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Klebestellen nicht ineinander
verlaufen. Die Lackisolierung der Cu-Drähte wird zuvor mit Schmirgelpapier oder durch
Berührung mit einer heißen Lötkolbenspitze entfernt. Ebenfalls vor dem Aufkleben, wer-
den die Cu-Drähte auf der gegenüberliegenden Seite mit einer Steckverbindung verlötet.
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Abbildung 4.9: Charakterisierung einer Zach-PP anhand von SE-REM-Aufnahmen. a)
Übersichtsaufnahme einer fertiggestellten Zach-PP nach dem Durchtrennen des Steges, be-
stehend aus zusammengefügten SE-REM-Aufnahmen. b) Heizungsstruktur mit fehlerfrei
strukturierten Leiterbahnen mit einer Breite von 2 µm. c) Zach-PP-Spitze mit einer Steg-
breite von 1 µm und einer Elektrodenbreite von 300 nm. Die Elektrode mit hellem Kontrast
befindet sich in der Mitte und ist umgeben von der dunklen Isolatorschicht. Das Al2O3 über
der Elektrode erscheint etwas heller als das Si3N4 darunter. Der Isolator ist umgeben von
der hellen Au-Abschirmung. Aufgrund der aC-Schicht auf der Abschirmung erscheint diese
auf der Oberfläche dunkler als an der Schnittkante. d) Zach-PP-Spitze mit einer Stegbreite
von 2,5 µm bei einer Elektrodenbreite von 1 µm. Die verwendeten Primärelektronenenergien
betragen a) 10 keV, b) 15 keV, c) 5 keV und d) 3 keV.

Mit einem nicht leitfähigen Klebstoff werden die Drähte auf dem Halterplättchen fixiert, um
ein Ablösen der Kontaktstellen zu vermeiden. Andere Kontaktiermöglichkeiten wie Löten
und Drahtbonden waren in Tests mit einer Zerstörung der empfindlichen PP-Struktur ver-
bunden [45]. In zwei runde Vertiefungen können zwei weitere Dünnfilm-PP mit einem Ti-
Klemmring fixiert werden (siehe Abbildung 4.10a). Auf der Abbildung 4.10b der Rückseite
des Halterplättchens ist darüberhinaus zu erkennen, dass auf Höhe der beiden Zach-PP-
Aperturen ein Fenster in das Plättchen eingefräst wurde.
Um den Kleindiek MM3A-EM Mikromanipulator als PP-Halter in das Philips CM200 zu
implementieren, muss dieser zunächst mit einer Haltevorrichtung ausgestattet werden. Zu-
nächst wurde ein Flanschrohr von der Werkstatt hergestellt, welches den Original-Flansch
des Philips CM200 auf einen Kleinflansch NW40KF adaptiert. Ein passender Flanschdeckel
wurde mit drei Bohrungen versehen, an welchen der Mikromanipulator und zwei Steck-
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verbindungen vakuumdicht befestigt wurden (siehe Abbildung 4.10c). Die Steckverbin-
dungen wurden auf der späteren Vakuumseite mit starren Kabeln ausgestattet, an die die
Cu-Drähte der Zach-PP geschlossen werden. Zur Spannungsversorgung der beiden Zach-
PP-Elektroden und der Heizung kommen je ein Keithley SM 2400 zum Einsatz, welche über
Verteilerboxen an die Steckverbindungen des Flanschdeckels geschlossen werden. Darüber
hinaus führt ein Kabel vom Kleindiek MM3A-EM zur Piezosteuerungseinheit. Zur Tempe-
raturmessung am Halterplättchen kann noch ein Glasthermistor verwendet werden, dessen
Widerstand ebenfalls über eine der Steckverbindungen ausgelesen werden kann.
Abbildung 4.10d zeigt den fertig zusammengebauten PP-Halter. Der Flanschdeckel wird
über eine mit Pb-Blech ausgekleidete Strahlenabschirmung aus Messing auf dem Flansch-
rohr befestigt. Die Kabel zum Flanschdeckel werden an den Seiten zwischen den über-
lappenden Pb-Blechen herausgeführt. Das PP-Halterplättchen wird mit einem Al-Stab ver-
schraubt, der in die Spitze des Kleindiek MM3A-EM gesteckt wird. Abbildung 4.10e zeigt
den in das Philips CM200 eingebauten PP-Halter. Im eingebauten Zustand befindet sich das
PP-Halterplättchen genau im Spalt der Polschuhe der Objektivlinse (siehe Abbildung 4.10f).
Das Plättchen sollte möglichst nahe am unteren Polschuh positioniert werden, damit sich
der Probenhalter problemlos einschleusen lässt. Der Kleindiek MM3A-EM kann mit einer
Genauigkeit von etwa 5 nm zu den Seiten und nach oben bzw. unten bewegt sowie mit ei-
ner Genauigkeit von etwa 0,5 nm ausgefahren und eingezogen werden. Wird die PP gerade
nicht benutzt, kann das PP-Halterplättchen in der Mikroskopsäule zur Seite in eine Nicht-
benutzungsposition geschwenkt werden (sieh Abbildung 4.10g). Um dies zu realisieren,
wurde zuvor ein entsprechendes Fenster in den Antikontaminator, der den Polschuhspalt
umgibt, eingearbeitet.
Ein gleichzeitiger Einbau des PP-Halters und des Standard-Objektivblendenstreifens in das
Philips CM200 ist nicht möglich, da das PP-Halterplättchen bei der Justage der PP am Blen-
denstreifen hängen bleibt. Aus diesem Grund wurde zum einen ein einseitig verschmälertes
PP-Halterplättchen (siehe Abbildung A.5b) hergestellt und zum anderen ein platzsparen-
der Blendenstreifen (siehe Abbildung 4.11) eigens entworfen (hergestellt von Günther Frey
GmbH & Co. KG, D-Berlin). Dieser hat sechs Blendenlöcher mit den üblichsten Größen
(2× 10 µm, 20 µm, 30 µm, 90 µm und 150 µm) und ist besonders an der Spitze möglichst
schmal gestaltet.
Für die korrekte Funktionsweise der PP muss der Halter samt Halterplättchen gut geerdet
sein. Die metallischen Teile des PP-Halters liegen zwar auf dem selben Potenzial wie das
geerdete Mikroskopgehäuse, jedoch ist die Spitze des Kleindiek MM3A-EM und damit das
Halterplättchen davon isoliert. Sie kann über eine Erdungsbuchse an der Piezosteuerung
geerdet werden. Diese wird zusammen mit dem Minuspol der Spannungsquellen über Ka-
belverbindungen mit dem Mikroskopgehäuse verbunden, um ein einheitliches Erdpoten-
zial sicherzustellen. Wird die Erdung des Halterplättchens nicht sichergestellt, kommt es
durch die Beleuchtung mit dem Elektronenstrahl zur Aufladung und damit einhergehen-
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Abbildung 4.10: Implementierung einer Zach-PP in das Philips CM200 unter Verwen-
dung eines Kleindiek MM3A-EM Mikromanipulators als PP-Halter. a) Vorder- und b)
Rückseite eines PP-Halterplättchens mit eingeklebter und kontaktierter Zach-PP, einem mit-
tels Klemmring befestigtem Blendenscheibchen sowie einer freien Vertiefung für eine weitere
Dünnfilm-PP. c) Der Kleindiek MM3A-EM Mikromanipulator wurde über eine Vakuum-
durchführung auf einem angepassten Flanschdeckel befestigt. In zwei weiteren Bohrungen
befinden sich zwei vakuumfeste Steckverbindungen für jeweils vier Leitungen. d) Der mit
dem Kleindiek MM3A-EM ausgestattete Flanschdeckel wird auf ein maßgefertigtes Flansch-
rohr gesetzt und von einer mit Pb-Blech ausgekleideten Strahlenabschirmung aus Messing
zusammengehalten. e) In das Philips CM200 implementierter PP-Halter. f) Innenansicht des
Philips CM200 zeigt das PP-Halterplättchen im Polschuhspalt der Objektivlinse. g) Sche-
matische Darstellung des PP-Halters im Inneren des Philips CM200 in Strahlrichtung. Das
PP-Halterplättchen kann in eine Nichtbenutzungsposition zur Seite ausgeschwenkt werden.
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Abbildung 4.11: Für den Einsatz des PP-Halters am Philips CM200 angepasster Objektiv-
blendenstreifen.

der starker Drift der PP im Mikroskop. Des Weiteren hat dies auch zu vorübergehenden
Funktionsstörungen der Piezosteuerung geführt.
Wie anhand der REM-Aufnahme in Abbildung 4.12a zu sehen ist, wird die Klebestelle des
Minuspols der Heizung auch bis auf das geerdete Halterplättchen gezogen. Im Gegensatz
dazu muss darauf geachtet werden, dass sich die anderen Klebestellen nicht berühren und
auch keinen Kontakt zur Abschirmung oder dem Halterplättchen haben. Die Au-Abschir-
mung selbst steht über den zur Fixierung verwendeten Silberleitkleber mit dem geerdeten
Halterplättchen in Kontakt.
Bevor die kontaktierte Zach-PP in das Mikroskop eingebaut wird, kann durch Anlegung ei-
ner Spannung an die Zach-PP-Elektrode bei gleichzeitiger Auslesung des Stromflusses kurz
getestet werden, ob die Zach-PP potenziell funktionsfähig ist. Die mit einem offenen Mi-
krokoaxialkabel vergleichbare Elektrode verhält sich prinzipiell wie ein Kondensator [45].
Bei einer angelegten Spannung UPP im Bereich von 1-2 V lässt sich ein kleiner Leckstrom
von nur wenigen Nanoampere am Keithley SM 2400 ablesen. Fliest kein Strom oder gar
ein deutlich größerer, deutet das auf eine mangelnde Kontaktstelle oder einen Kurzschluss
hin. Unter Umständen kann sich das beobachtete Strom- und Spannungsverhalten unter
den Vakuumbedingungen im Mikroskop nochmals ändern, sodass für eine abschließende
Beurteilung der Funktionalität ein Einbau ins Mikroskop trotzdem sinnvoll sein kann.

4.2.6 Implementierung einer Zach-PP in das JEOL JEM-3200FSC/PP

Das JEOL JEM-3200 verfügt bereits über ein werksseitig vorinstalliertes HFPP-Positionie-
rungssystem. Um eine Zach-PP in das System zu implementieren, ist eine Modifikation
der PP-Halter unabdingbar. Im Rahmen der Arbeit wurde nur der PP-Halter für die ver-
größerte BFP in SAED-Ebene modifiziert (siehe Abbildung 4.1b,c). Da der HFPP-Halter
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Abbildung 4.12: Implementierung von PP in ein PP-Halterplättchen. a) Übersichtsaufnahme
eines eingeklebten und kontaktierten Zach-PP-Chips mit zwei PP in einem Halterplättchen,
bestehend aus zusammengefügten SE-REM-Aufnahmen, aufgenommen bei einer Elektronen-
energie von 10 keV. b) Zwei mit Ti-Klemmringen im Halterplättchen befestigte Dünnfilm-
PP.

mit einer Heizung in der Nähe der eingebauten HFPP ausgestattet sein muss, verfügt der
Halter bereits über eine Vakuumdurchführung, welche die Spannungsversorgung eines
Heizwiderstandes an der Spitze ermöglicht. Darüber hinaus befindet sich ein Thermoele-
ment für die Temperaturmessung an der Spitze des PP-Halters, welches ebenfalls über
die Vakuumdurchführung kontaktiert ist. Nach vorheriger Bestimmung einer Spannungs-
Temperatur-Kurve, kann auf das Thermoelement verzichtet und dessen Leitungen für die
Kontaktierung einer Zach-PP verwendet werden. Dazu wurde das über Mikroschweiß-
punkte mit den Leitungen verbundene Thermoelement durch die Werkstatt des Wadsworth
Centers gelöst und durch zwei kunststoffummantelte Leitungsverlängerungen ersetzt. Die-
se können dann zur Kontaktierung der Zach-PP verwendet werden. Zwei Kontakte reichen
für eine Standard-Zach-PP aus, da die auf dem Zach-PP-Chip befindliche Heizung bei ei-
nem bereits heizbaren PP-Halter nicht gebraucht wird.
Als weiterer Schritt muss das PP-Halterplättchen angepasst werden, um überhaupt eine
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Zach-PP aufnehmen zu können. Abbildung 4.13a zeigt das Original-Halterplättchen, in
welches ein HFPP-Netz mit einem Durchmesser von 2 mm sowie ein Blendenscheibchen
mit einem Durchmesser von 3 mm eingebaut ist. An der gegenüberliegenden Seite des Halt-
erplättchens befinden sich zwei Bohrungen zur Befestigung am PP-Halter. Ebenfalls in Ab-
bildung 4.13a zu sehen ist ein dem Original nachempfundenes Halterplättchen, das mit ei-
ner Vertiefung versehen wurde, um eine Zach-PP einkleben zu können. Das Halterplättchen
wurde in der Werkstatt des Instituts für Angewandte Physik am KIT aus Ti hergestellt.
Die genauen Abmessungen des PP-Halterplättchens können der technischen Zeichnung in
Abbildung A.4b im Anhang A.1 entnommen werden. Für den prinzipiellen Einsatz einer
Zach-PP in der normalen BFP des JEOL JEM-3200 wurde ein vergleichbares Halterplättchen
mit angepassten Abmessungen hergestellt (siehe Abbildung A.4a im Anhang A.1). Darüber
hinaus wurden weitere Halterplättchen für die jeweiligen PP-Halter in der normalen und
vergrößerten BFP hergestellt, die den gleichzeitigen Einbau einer Zach-PP und HFPP (sie-
he Abbildung A.1), den gleichzeitigen Einbau einer HFPP und eines Blendenscheibchens
(siehe A.2) sowie den alleinigen Einbau eines Blendenscheibchens oder eines HFPP-Netzes
mit einem Durchmesser von 3 mm ermöglichen. Wie bereits in Abschnitt 4.2.5 beschrieben,
wird die Zach-PP mit Silberleitkleber 8331 in das Halterplättchen eingeklebt. Nach der Ver-
schraubung mit dem PP-Halter erfolgt die Kontaktierung mit den kunststoffummantelten
Leitungsverlängerungen, ebenfalls unter Verwendung von Silberleitkleber 8331 (siehe Ab-
bildung 4.13b).
Zur Spannungsversorgung der Zach-PP wird die in Abbildung 4.13c gezeigte selbst ent-
wickelte Spannungsquelle verwendet. Prinzipiell wird eine einfache 9 V Blockbatterie als
ausreichend stabile Spannungsquelle genommen und über ein Potentiometer geregelt. Eine
Segmentanzeige mit integriertem Spannungsmessgerät wird parallel geschaltet und zeigt
den aktuellen Spannungswert an. Über eine einfache Polwechselschaltung kann anhand
eines dreipoligen Kippschalters zwischen positiver und negativer Spannung sowie Span-
nungsfreiheit gewechselt werden. Wird die Zach-PP über einen längeren Zeitraum nicht
betrieben, sollte der Schalter auf Spannungsfreiheit gestellt werden, um die Batterie nicht
unnötig zu entladen. Ist die Batterie verbraucht, kann sie über einen einfachen Batterieclip
ausgetauscht werden. Ein weiterer dreipoliger Kippschalter ermöglicht den Wechsel zwi-
schen den beiden Zach-PP-Elektroden. In der mittleren Position des Schalters sind beide
Zach-PP-Elektroden über das Gehäuse der Spannungsquelle geerdet. Ein weiterer Kipp-
schalter dient der Ein- und Ausschaltung der Segmentanzeige, die über ein externes Netz-
teil betrieben wird. Das Netzteil wird an eine Anschlussbuchse an der Rückseite des Ge-
häuses angeschlossen. An der Rückseite des Gehäuses befinden sich außerdem zwei Ka-
beldurchführungen, durch die ein vierpoliges Kabel geführt wird. Eine Seite des Kabels ist
über eine Steckverbindung mit dem PP-Halter verbunden. Im Gehäuse werden die beiden
Leitungen, die zu den Zach-PP-Elektroden führen, aus der Isolierung des Kabels geführt
und mit der oben beschriebenen Batterieschaltung verbunden. Die beiden anderen Leitun-
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Abbildung 4.13: Implementierung einer Zach-PP in den PP-Halter für die vergrößerte BFP
des JEOL JEM-3200. a) Original-PP-Halterplättchen mit einer HFPP und einem Blenden-
scheibchen sowie angepasstes PP-Halterplättchen mit eingeklebtem Zach-PP-Chip. b) Mit
dem PP-Halter verschraubtes Zach-PP-Halterplättchen mit eingeklebter und kontaktierter
Zach-PP. c) Selbstgebaute Spannungsquelle mit einer 9 V Blockbatterie, deren Spannung
über ein Potentiometer geregelt wird. Eine Segmentanzeige mit integriertem Spannungs-
messgerät zeigt den aktuellen Spannungswert an. Drei Kippschalter ermöglichen den Wechsel
zwischen positiver und negativer Spannung, den Wechsel zwischen den beiden Zach-PP-
Elektroden eines Standard-Zach-PP Chips, sowie das Ein- und Ausschalten der Segmentan-
zeige.

gen, die an den Heizwiderstand geschlossen sind, werden wieder aus dem Gehäuse geführt
und über eine weitere Steckverbindung mit einer separaten Spannungsquelle verbunden.
Während der Experimente stellte sich heraus, dass der PP-Halter im eingeschleusten Zu-
stand nicht mit dem Erdpotenzial verbunden ist. Dies hat sich durch starke Drift der PP im
Transmissionselektronenmikroskop geäußert, wenn die PP mit dem Elektronenstrahl be-
leuchtet wird und sich auflädt. Es wurde ein Kabel an dem PP-Halter montiert und mit
dem Gehäuse des Mikroskops verbunden, welches auf Erdpotenzial liegt. Dadurch kann
gewährleistet werden, dass auch das PP-Halterplättchen und die über Silberleitkleber da-
mit verbundene Abschirmung der Zach-PP geerdet ist. Zudem wird auch das metallische
Gehäuse der Zach-PP-Spannungsquelle (siehe Abbildung 4.13c) zum einen mit dem Erd-
potenzial und zum anderen mit dem Minuspol der 9 V Batterie verbunden. Wenn die Zach-
PP nicht betrieben wird, sollte sie immer durch Kurzschließen mit dem Erdpotenzial ver-
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Abbildung 4.14: REM-Aufnahme einer durch eine Spannungsspitze zerstörten Zach-PP nach
dem Ausbau aus dem JEOL JEM-3200. Die Aufnahme wurde bei einer Elektronenenergie von
3 keV erstellt. Auf der Elektrode haben sich einige blasenförmige Abplatzungen der Isolation
und Abschirmung gebildet. In den vergrößerten Bereichen im roten und grünen Rahmen ist
die Elektrode vollständig abgeplatzt und es haben sich Löcher gebildet. Das Schichtsystem
der Zach-PP-Spitze in der vergrößerten Abbildung im gelben Rahmen sieht in den ersten 5 –
6 µm miteinander verschmolzen aus.

bunden werden. Dies ist wie oben beschrieben über den Auswahl-Schalter der Spannungs-
quelle möglich. Die PP-Elektrode ist sehr empfindlich gegenüber Spannungsspitzen und
kann, wenn sie nicht geerdet ist, sehr schnell zerstört werden. Abbildung 4.14 zeigt eine
3 keV REM-Aufnahme einer Zach-PP, die im nicht kurzgeschlossenen Zustand einer Span-
nungsspitze durch elektrostatische Entladung ausgesetzt war. Im Bereich der Elektrode gibt
es blasenförmige Abplatzungen der Isolator-Schicht und Au-Abschirmung. Im roten und
grünen Rahmen ist die Elektrode vollständig abgeplatzt und es sind Löcher in der gesam-
ten Schichtstruktur entstanden. Die vergrößerte Ansicht im gelben Rahmen zeigt die Zach-
PP-Spitze, die in den vorderen 5 – 6 µm abgeschmolzen ist. Diese PP war nicht mehr zu
verwenden und musste ausgetauscht werden.

4.3 Konventionelle und dickengradierte Zernike-Phasenplatten

Eine Zernike-PP nutzt das MIP eines strukturierten Dünnfilmes zur Phasenschiebung der
gestreuten Elektronen in der BFP der Objektivlinse. Die Dünnfilm-Herstellung für Zernike-
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PP gleicht im Wesentlichen derjenigen von HFPP (siehe Abschnitt 4.1.1), jedoch mit an-
schließender Mikrostrukturierung des Dünnfilms mit einem FIB. Im Rahmen der Arbeit
wurden ausschließlich aC-Dünnfilme verwendet. Im Gegensatz zur HFPP, deren aC-Film
möglichst dünn gehalten wird und keine übergeordnete Rolle für die resultierende Pha-
senschiebung spielt, ist die aC-Filmdicke einer Zernike-PP von entscheidender Bedeutung.
Eine genaue Schichtdickenbestimmung ermöglicht es dadurch bereits im Vorhinein eine
Aussage über die bestimmungsgemäße Funktion der Zernike-PP zu treffen. Für die Unter-
suchung von dickengradierten Zernike-PP ist zudem die Bestimmung des Dickenprofils der
Lochränder von Bedeutung. Nach erfolgreicher Herstellung und Charakterisierung wurden
die Zernike-PP in das Philips CM200 eingebaut.

4.3.1 Herstellung

Das Aufdampfen der aC-Filme erfolgt auf frisch gespaltenen Glimmer-Substraten mit PVD
(siehe 3.5.1) im Lesker PVD75 Elektronenstrahlverdampfer. Im gleichen Vorgang werden
auch noch monokristalline Si-Substrate bedampft, die zur Schichtdickenbestimmung ver-
wendet werden. Letztere werden als scheibenförmige Wafer beschafft, mit einem Diaman-
tritzgerät angeritzt und in rechteckige Stücke gebrochen. Glimmer- und Si-Substrate wer-
den mit Pressluft gereinigt, bevor sie auf dem Substrathalter des Lesker PVD75 befestigt
werden und mit der Abscheidung begonnen wird.
Das Verdampfen von C erfordert sehr hohe Temperaturen und kann schnell zu technischen
Problemen am Lesker PVD75 führen, wenn dabei das Kühlsystem für den Verdampfertie-
gel überhitzt. Dieses dient dazu, die elektronischen Komponenten der Anlage vor zu hohen
Temperaturen zu schützen. Gleichzeitig entzieht es aber auch dem C-Tiegel einen Teil der
durch den Elektronenstrahl verursachten thermischen Energie. Es hat sich als hilfreich er-
wiesen, dass der zu verdampfende C möglichst wenig thermischen Kontakt zum gekühlten
Tiegel aufweist und die übertragene Energie größtenteils im zu verdampfenden Material
verbleibt. Durch die Werkstatt des Instituts für Angewandte Physik (AP) wurde dazu ein
Loch in den gepressten C-Block im Verdampfertiegel gebohrt, in welchem ein pyramidal
angespitzter C-Kegel so positioniert wird, dass er den C-Block im Tiegel nur an drei Kan-
ten berührt. Der in die Gasphase überführte C entstammt dann nahezu vollständig dem
C-Kegel, der sich sehr leicht austauschen lässt.
Um eine Schicht aus möglichst reinem C unter stabilen Bedingungen aufzudampfen, emp-
fiehlt es sich den Verdampfungsprozess mit einer Aufwärmphase des C-Kegels zu starten,
um eventuell vorhandene Verunreinigungen abzudampfen. Dabei ist die Temperatur einer-
seits möglichst langsam zu steigern, da ein zu starkes Abdampfen zu einer kurzfristigen
Verschlechterung des Vakuums führen kann, was zu einer automatischen Abschaltung bei
Übersteigung der festgesetzten Grenzwerte führt. Auf der anderen Seite führt ein zu lang-
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sames Steigern der Temperatur zur stetigen Erwärmung der elektronischen Komponen-
ten, was insbesondere zu Störungen im schwingquarzbasierten Schichtdickenmesssystem
führen kann. Um beiden Faktoren gerecht zu werden, sollte die Aufwärmphase über etwa
eine Stunde durchgeführt werden.
Der eigentliche Aufdampfprozess des aC-Films erfolgt dann bei einem Druck von 2,0 – 4,0
× 10-5 mbar im Rezipienten und mit einer Aufdampfrate im Bereich von 0,2 – 0,4 Å/s. Der
Aufdampfprozess läuft bis die gewünschte Schichtdicke erreicht ist und wird dann durch
Schließen eines Shutters beendet. Da die Zernike-PP nach dem Einbau in das Philips CM200,
welches mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV betrieben wird, den gestreuten
Elektronen in der BFP eine Phasenschiebung von π/2 aufprägen soll, wurde entsprechend
der Gleichung 2.9 und unter Annahme eines MIP von 9,0 V für aC eine Schichtdicke von
26 nm angestrebt. Für die im Rahmen der Arbeit verwendeten PP wurde die komplette
Schicht in einem einzigen Prozess hergestellt. Es besteht jedoch auch die Möglichkeit zuerst
16 nm aC aufzudampfen und erst nach dem Abflottieren auf TEM-Netze und der Struk-
turierung der Zernike-PP-Löcher die restlichen 10 nm aufzubringen, um eventuell dabei
entstandene Verunreinigungen mit einer leitfähigen aC-Schicht zu umgeben [20].
Die fertigen aC-Filme werden nun in einer mit destilliertem Wasser befüllten Abschwimm-
schale von den Glimmer-Substraten abflottiert und auf sehr gut leitfähige TEM-Netze aus
Au transferiert. Der Prozess des Abflottierens ist in Abschnitt 3.6 detailliert beschrieben.
Wie bei der Herstellung von HFPP (siehe 4.1.1) ist die Maschenweite der TEM-Netze so
zu wählen, dass möglichst wenig Bildinformation durch Stege abgeschattet wird. Unter
Beachtung des Informationslimits von 7,1 nm-1 für das Philips CM200, zusammen mit ei-
ner Brennweite der Objektivlinse von fOL = 1,7 mm, ergibt sich mit Gleichung 2.23 ein
Durchmesser von etwa 60 µm für das Beugungsbild in der BFP. Dementsprechend wur-
den TEM-Netze mit einer ausreichend großen Maschenweite von 125 µm gewählt (Plano
GmbH, D-Wetzlar; Art.-Nr. G2150C). Eine REM-Übersichtsaufnahme des abflottierten und
auf ein TEM-Netz übertragenen aC-Filmes ist in Abbildung 4.15a zu sehen.
Die Strukturierung der Zernike-PP-Löcher erfolgt mit dem Ga+-FIB im FEI Helios G4 FX
(siehe Abschnitt 3.4) bei einer Ionenenergie von 30 keV und einem Strahlstrom von 7 pA. Für
die Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden konventionelle Zernike-PP-Löcher mit
Radien von 375, 500 und 750 nm erstellt. Zur Strukturierung wurden kreisförmige Standard-
FIB-Routinen verwendet, die genau im Bildzentrum positioniert wurden. Um glatte Loch-
kanten zu erhalten und ein Einreißen des aC-Filmes zu verhindern, wurde der Radius der
FIB-Routine in drei Durchgängen erhöht, bis der Zielradius erreicht wurde. Die verwen-
deten Lochradien sind der Tabelle 4.1 zu entnehmen. Es wurden immer vier Zernike-PP-
Löcher mit gleichen Abmessungen in eine Masche des befilmten TEM-Netzes strukturiert.
In der REM-Aufnahme in 4.15b ist eine vergrößerte Abbildung der rot markierten Masche
des TEM-Netzes in Abbildung 4.15a zu sehen, in der die vier strukturierten Zernike-PP-
Löcher mit nummerierten weißen Pfeilen gekennzeichnet sind.
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Abbildung 4.15: REM-Aufnahme eines auf TEM-Goldnetze abflottierten aC-Filmes mit
mikrostrukturierten Zernike-PP-Löchern. a) Die REM-Übersichtsaufnahme zeigt den
gleichmäßig aufliegenden aC-Film auf dem TEM-Goldnetz. Im unteren rechten Bereich ist
der aC-Film fehlerhaft. b) REM-Aufnahme der in a) rot markierten Masche. Die nummerier-
ten Pfeile zeigen vier mikrostrukturierte Zernike-PP-Löcher im aC-Film.

Tabelle 4.1: Strukturierung von konventionellen Zernike-PP-Löchern. Die Strukturierung der
Löcher mit den Zielradien der ersten Spalte erfolgt in drei Durchgängen, bei denen der Radius
einer kreisförmigen, zentrierten Standard-FIB-Routine schrittweise erhöht wird.

Zielradius 1. Lochradius 2. Lochradius 3. Lochradius
375 nm 100 nm 250 nm 375 nm
500 nm 100 nm 250 nm 500 nm
750 nm 100 nm 375 nm 750 nm

Für die Strukturierung der Zernike-PP mit dickengradiertem Rand wurde eine benutzer-
definierte FIB-Routine verwendet. Diese kann in Form einer streamfile, eine Textdatei mit
der Dateiendung .str, in die herstellereigene Betriebssoftware des FEI Helios G4 FX ein-
gebunden werden. Die Datei beinhaltet einen dreizeiligen Dateikopf, durch den das FIB-
Schreibfeld in ein Raster aus x- und y-Koordinaten eingeteilt, die Anzahl der Durchläufe
festgelegt und die Anzahl der vom FIB zu belichtenden Punkte angegeben wird. Der Haupt-
teil der Datei beinhaltet zeilenweise die Information über die Verweildauer (Beleuchtungs-
zeit) des FIB sowie die x- und y-Koordinate des zu beleuchtenden Punktes, aufgeteilt in
drei Spalten. Abbildung 4.16a zeigt die zweidimensionale Belichtungszeitverteilung, ent-
nommen aus dem verwendeten streamfile. Die Beleuchtungsverteilung erstreckt sich über
einen Durchmesser von 720 Pixeln, die den einzelnen von dem FIB abzufahrenden Punkten
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Abbildung 4.16: Benutzerdefinierte FIB-Routine für die Strukturierung von Zernike-PP mit
dickengradiertem Rand. a) FIB-Beleuchtungszeitverteilung, entnommen aus dem zur Struk-
turierung verwendeten benutzerdefinierten streamfile. Der FIB wird mit zunehmender Be-
leuchtungszeit entlang konzentrischer Kreisbahnen von außen nach innen geführt. Der Ra-
dius der so strukturierten Zernike-PP-Löcher wird über die Vergrößerung am Mikroskop ein-
gestellt. Die FIB-Routine wird mehrmals hintereinander durchgeführt. b) Profil der Beleuch-
tungszeitverteilung entlang der grün gestrichelten Linie in a) zeigt einen kosinusförmigen
Verlauf.

entsprechen. Die FIB-Routine beginnt mit der Beleuchtung des Mittelpunktes. Danach wird
der FIB auf konzentrischen Kreisen im Uhrzeigersinn um den Mittelpunkt geführt. Dabei
wird mit dem äußersten Kreis und einer Verweildauer von 0,2 µs (hellgrau) begonnen und
mit dem nächstinneren Kreis bei steigender Verweildauer fortgefahren. Die Verweildau-
er im Zentrum beträgt 10 µs (schwarz). Abbildung 4.16b zeigt ein Linienprofil entlang der
grün gestrichelten Linie in Abbildung 4.16a und lässt einen kosinusförmigen Verlauf der
Beleuchtungszeitverteilung erkennen. Ein kosinusförmiger Verlauf wurde gewählt, um im
späteren Dickengradienten einen möglichst schnellen Dickenanstieg zu erreichen, aber da-
bei glatte Übergänge zwischen Zernike-PP-Loch, dem Bereich des Dickendgradienten und
dem unstrukturierten Film mit seiner vollen Dicke zu gewährleisten.
Während der Strukturierung der dickengradierten Zernike-PP-Löcher wird die benutzer-
definierte FIB-Routine mehrmals hintereinander und je nach angestrebtem Lochradius bei
zwei unterschiedlichen Mikroskopvergrößerungen durchgeführt. Im Gegensatz zu Stan-
dard-FIB-Routinen, deren Größen direkt eingestellt werden können, müssen die Abmes-
sungen von benutzerdefinierten FIB-Routinen (importierte streamfiles) in der Betriebssoft-
ware des FEI Helios G4 FX anhand der Mikroskopvergrößerung eingestellt werden. Bei der
Beschreibung der Abmessungen einer dickengradierten Zernike-PP wird in dieser Arbeit
ein innerer Lochradius Rinnen und ein äußerer Lochradius Raußen angegeben (Rinnen/Raußen).
Dabei beschreibt Rinnen den Radius des Loches, während Raußen den inneren Radius Rinnen
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zuzüglich der Breite des Dickengradienten angibt. In Tabelle 4.2 ist die schrittweise Vor-
gehensweise bei der Strukturierung aufgezeigt. Zur Strukturierung einer dickengradier-
ten Zernike-PP mit den Radien 375/500 nm wird die benutzerdefinierte FIB-Routine bei
29 kx Vergrößerung importiert und um den Koordinatenursprung im Zentrum des Bildes
positioniert. Der Radius der benutzerdefinierten FIB-Routine ist bei dieser Mikroskopver-
größerung auf Raußen= 500 nm kalibriert. Danach wird die FIB-Routine 18 mal durchgeführt,
um ein Loch mit gewünschtem Rinnen= 375 nm zu erhalten.
Für die Herstellung von dickengradierten Zernike-PP-Löchern mit größeren Radien hat sich
ein zweistufiger Prozess bei der Strukturierung als vorteilhaft erwiesen. Für eine dickengra-
dierte Zernike-PP mit den Radien 0,5/1,5 µm wird die benutzerdefinierte FIB-Routine bei
einer Mikroskopvergrößerung von 10 kx importiert, um den Koordinatenursprung zentriert
und hat dabei den Radius Raußen = 1,5 µm. Nach 40 Durchgängen ist der aC-Film im Zen-
trum der FIB-Routine gerade durchgefräst. Um ein Einreißen des Filmes zu vermeiden und
glatte Lochkanten zu erhalten, wird die FIB-Routine für weitere 20 Durchgänge bei einer
Mikroskopvergrößerung von 25 kx durchgeführt. Durch die vorherige Zentrierung um den
Koordinatenursprung ändert sich der Mittelpunkt der FIB-Routine nicht. Das Ergebnis ist
das angestrebte Loch mit Rinnen = 0,5 µm. Ein etwas größeres Loch mit Rinnen = 0,6 µm wird
mit 20 Durchgängen bei einer Vergrößerung von 19 kx erreicht. Für den zweiten Herstel-
lungsschritt wurden bewusst etwa halb so große Vergrößerungen benutzt wie beim ersten
Herstellungsschritt, um einen über seine gesamte Breite stufenlosen Dickengradienten zu
erhalten. Testweise wurden auch Zernike-PP-Löcher mit den Radien 0,5/1,5 µm bei einer
niedrigeren Ga+-Ionenenergie von 5 keV und einem Strahlstrom von 21 pA mit der glei-
chen Vorgehensweise wie in Tabelle 4.2 strukturiert sowie auch unter Verwendung eines
He+-FIB. Mit letzterem wurde zuerst ein Loch mit Rinnen = 0,5 µm mit einer Standard-FIB-
Routine gefräst, um anschließend einen Dickengradienten mit Rinnen = 1,5 µm mit der be-
nutzerdefinierten FIB-Routine zu strukturieren. Aufgrund der geringeren Masse der He+-
Ionen gegenüber den Ga+-Ionen konnte allerdings in annehmbarer Zeit kein ausreichender
Materialabtrag zur Strukturierung eines Dickengradienten erzielt werden.
Nach der FIB-Strukturierung der konventionellen und dickengradierten Zernike-PP-Löcher
ist die Herstellung abgeschlossen. Nach dem Einbau in ein Transmissionselektronenmikro-
skop kann jedes der vier Löcher in einer der Maschen als Zernike-PP für die Zernike-PP-
TEM verwendet werden.

4.3.2 Charakterisierung

Abgesehen von HFPP ist bei Dünnfilm-PP, die das MIP des Filmmaterials zur Erzeugung
einer Phasenschiebung auf die transmittierten Elektronen ausnutzen, die Filmdicke für die
Funktionsweise von entscheidender Bedeutung. Bereits kleine Abweichungen bei der auf-
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Tabelle 4.2: Strukturierung von dickengradierten Zernike-PP-Löchern. Die Strukturierung
der Löcher mit den inneren und äußeren Radien in der ersten Spalte (dazwischen befin-
det sich der Dickengradient) erfolgt in zwei Schritten, bei denen die benutzerdefinierte FIB-
Routine (streamfile) bei einer definierten Mikroskopvergrößerung für eine bestimmte Anzahl
von Durchgängen ausgeführt wird. Es ist dabei darauf zu achten, dass sich das Zentrum der
FIB-Routine nicht verschiebt.

Rinnen/Raußen 1. Durchgänge/Vergr. 2. Durchgänge/Vergr.
375/500 nm 18/29 kx —
0,5/1,5 µm 40/10 kx 20/25 kx
0,6/1,5 µm 40/10 kx 20/19 kx

gedampften Schichtdicke führen zur Änderung des gewünschten Phasenschiebungswer-
tes und damit zu einer nicht optimalen Funktion der Dünnfilm-PP. Gemäß Gleichung 2.9
verhält sich dabei die Zunahme der induzierten Phasenschiebung direkt proportional zur
Zunahme der Filmdicke. Darüberhinaus ist die genaue Kenntnis des Dickenprofils von di-
ckengraduierten Zernike-PP nötig, um dessen Einfluss auf die Kontrastentstehung in PP-
TEM-Aufnahmen interpretieren zu können. Bei der Bestimmung des Dickenprofils gilt es
zudem eine mögliche Ga+-Ionenkontamination durch die FIB-Strukturierung zu berück-
sichtigen, welche einen ungewünschten Einfluss auf das Phasenschiebungsprofil der Di-
ckengradienten haben könnte. In diesem Unterkapitel wird die Analyse der drei obenge-
nannten Punkte beschrieben.

Schichtdickenbestimmung des aC-Films

Wie in Abschnitt 3.5.1 und 4.3.1 beschrieben, werden in der Dünnschichttechnologie auf
Schwingquarzen basierende Schichtdickenmesssysteme eingesetzt, um die Filmdicke wäh-
rend des Aufdampfprozesses zu kontrollieren. Die Genauigkeit dieser Systeme ist zum
einen von der genauen Kenntnis der Dichte des aufgedampften Materials abhängig, wel-
che insbesondere bei aC stark variieren kann. Zum anderen ist der Hitzeübertrag auf den
Quarz gerade bei der Verdampfung von aC relativ hoch, was ebenso zu einer geringeren
Messgenauigkeit führen kann. Aus diesem Grund empfiehlt es sich die genaue Filmdicke
anhand einer Querschnittsprobe im Transmissionselektronenmikroskop zu überprüfen.
Die Präparation der Querschnittsprobe erfolgt aus den bedampften Si-Substraten, die zu-
sammen mit den Glimmer-Substraten in den Rezipienten des Lesker PVD75 eingebaut wur-
den. Nach erfolgter Herstellung der aC-Schicht werden die Glimmer-Substrate entnommen
und die beschichteten Si-Substrate mit einer metallischen Schutzschicht aus Au oder Pt
versehen. Anschließend wird die Querschnittsprobe in Form einer TEM-Lamelle (siehe Ab-
schnitt 3.4) mit dem FIB der FEI Strata 400 präpariert und in das Philips CM200 transferiert.
Abbildung 4.17a zeigt eine TEM-Aufnahme der Querschnittsprobe und veranschaulicht
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den vertikalen Aufbau des Schichtsystems. Ganz unten befindet sich das monokristalline
Si-Substrat, dessen periodisches Punktmuster im Bild zu erkennen ist, gefolgt von der aC-
Schicht und der Au-Schutzschicht. Die kristalline Struktur des Si wird zur Ausrichtung
der Probe genutzt. Im Beugungsmodus des Mikroskops kann das Si-Substrat anhand sei-
nes Beugungsmusters in Zonenachse orientiert werden, sodass sich die TEM-Lamelle in
einem perfekten rechten Winkel zum Elektronenstrahl befindet und Parallaxenfehler bei
der Schichtdickenbestimmung vermieden werden. Des Weiteren dienen die Abstände der
durch die Si-Kristallstruktur hervorgerufenen Reflexe in der schnellen Fourier-Transforma-
tion (FFT) der TEM-Aufnahme zur Maßstabskalibrierung. Die homogene amorphe Struk-
tur der aC-Schicht ist in der TEM-Aufnahme ebenfalls klar zu erkennen und verursacht die
charakteristischen Thon-Ringe in der FFT, die zur Fokussierung der Aufnahme verwendet
werden können. Die Au-Schutzschicht erscheint annäherungsweise schwarz aufgrund der
starken Streuung von Elektronen in ihr.
Zur Bestimmung der Schichtdicke des aC wird das in Abbildung 4.17b gezeigte Inten-
sitätslinienprofil herangezogen, welches der TEM-Aufnahme in Abbildung 4.17a senkrecht
zu den Schichten von unten nach oben entnommen wurde. Der sanfte Anstieg des Inten-
sitätslinienprofils am Übergang zwischen dem Si-Substrat und dem aC-Film wurde einer
Oberflächenrauigkeit des Si zugewiesen und bei der Dickenbestimmung nicht berücksich-
tigt. Nach Messung an mehreren Stellen ergibt sich eine mittlere Schichtdicke von (27 ±
0,5) nm. Die tatsächliche Schichtdicke weicht also von dem Idealwert 26 nm um etwa 1 nm
bzw. 4 % ab. Die gemessene Abweichung von der idealen Filmdicke verursacht eine Zunah-
me der Phasenschiebung von 0,06π und ist damit in einem tolerierbaren Rahmen.

Bestimmung des Dickenprofils der dickengradierten Zernike-PP

Um das Dickenprofil von dickengradierten Zernike-PP genau zu bestimmen, wurden Nie-
derenergie-STEM-Aufnahmen (siehe Abschnitt 3.2) bei einer Elektronenenergie von 30 keV
mit dem FEI Helios G4 FX erstellt. Die Abbildungen 4.18a-c zeigen BF-STEM-Aufnahmen
der dickengradierten Zernike-PP mit den Radien 375/500 nm (siehe 4.18a), 0,5/1,5 µm (sie-
he 4.18b) und 0,6/1,5 µm (siehe 4.18c). Die Aufnahmen zeigen glatte PP-Lochränder, den
FIB-strukturierten Dickengradienten und den homogenen unstrukturierten aC-Film mit
nur wenigen Verunreinigungen. Rote Pfeile markieren Rinnen und Raußen sowie den Dicken-
gradienten, wie der Beschriftung in Abbildung 4.18b zu entnehmen ist. Obwohl sich das ge-
naue Dickenprofil prinzipiell auch aus den 30 keV BF-STEM-Aufnahmen bestimmen lässt,
sind die dabei erhaltenen Ergebnisse aufgrund des schwachen Signals des nur 27 nm dicken
aC-Films und des kleinen Durchmessers des BF-STEM-Detektorsegments mit einem relativ
großen Fehler behaftet. Es empfiehlt sich daher die Bestimmung des Dickenprofils anhand
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Abbildung 4.17: Schichtdickenbestimmung des aC-Films für die Zernike-PP. a) Die TEM-
Aufnahme einer Querschnittsprobe zeigt das Si-Substrat, den aC-Film und die Au-
Schutzschicht. b) Intensitätslinienprofil senkrecht zu den Schichten in a). Die Dicke des aC-
Films beträgt (27 ± 0,5) nm.

von HAADF-STEM-Aufnahmen durchzuführen.
Die Abbildungen 4.18d-f zeigen die simultan aufgenommenen 30 kev HAADF-STEM-Auf-
nahmen zu den jeweils darüber angeordneten BF-STEM-Aufnahmen in den Abbildungen
4.18a-c. Für kleine aC-Filmdicken wie den vorliegenden 27 nm steigt die Bildintensität in
HAADF-STEM-Aufnahmen linear mit der Filmdicke [98], was die Ermittlung von Dicken-
profilen anhand von Intensitätslinienprofilen ermöglicht. Dazu wird von den Intensitätsli-
nienprofilen die mittlere Vakuumintensität in den PP-Löchern subtrahiert und die mittlere
Intensität des unstrukturierten aC-Filmes anhand der gemessenen aC-Filmdicke von 27 nm
kalibriert.
Die Abbildungen 4.18g-i zeigen die ermittelten Dickenprofile entlang der gestrichelten Lini-
en in den jeweils darüber liegenden HAADF-STEM-Aufnahmen (siehe Abbildungen 4.18d-
f). Das grüne Dickenprofil in Abbildung 4.18g entstammt der dickengradierten Zernike-PP
mit den Radien 375/500 nm und zeigt eine abrupte Stufe von etwa 11 nm an der Kante des
Zernike-PP-Lochs mit Rinnen= 375 nm, gefolgt von einer Dickenzunahme von etwa 16 nm,
die sich über eine Breite von 125 nm erstreckt. Der resultierende Dickengradient beträgt
0,128. Die abrupte Stufe im blauen Dickenprofil in Abbildung 4.18h, welches der dicken-
gradierten Zernike-PP mit den Radien 0,5/1,5 µm entstammt, ist mit nur etwa 4 nm deutlich
geringer. Die darauffolgende Dickenzunahme verläuft mit etwa 23 nm über eine Breite von
1 µm und dem daraus resultierenden Dickengradienten von 0,023 näherungsweise linear.
Den Dickenprofilen ist demnach zu entnehmen, dass der Dickengradient der Zernike-PP
in Abbildung 4.18h (0,5/1,5 µm) um etwa eine Größenordnung kleiner ist als der Dicken-
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gradient der Zernike-PP in Abbildung 4.18g (375/500 nm). Darüber hinaus zeigt das blaue
Dickenprofil in Abbildung 4.18h einen leichten Knick am Übergang zwischen der 4 nm Stu-
fe und dem näherungsweise linearen Dickengradienten. Das gelbe Dickenprofil in Abbil-
dung 4.18i von der dickengradierten Zernike-PP mit den Radien 0,6/1,5 µm, also mit einem
geringfügig größeren Rinnen und einem schmäleren gradierten Bereich, verläuft vergleichs-
weise ähnlich zum blauen Profil. Es lässt sich allerdings keine abrupte Dickenänderung an
der Lochkante erkennen, wie es im blauen Dickenprofil der Fall ist. Dadurch ergibt sich
eine glattes Dickenprofil mit einer Dickenzunahme von 27 nm über eine Breite von 0,9 µm
(Dickengradient von 0,03).

Untersuchung der Ga+-Ionenimplantation durch die FIB-Strukturierung

Die Verwendung eines FIB aus Ga+-Ionen für die Strukturierung von dickengradierten
Zernike-PP kann unter Umständen nachteilig für die gewünschte Phasenschiebung der PP
sein, wenn es während des Strukturierungsprozesses zur Ga+-Ionenimplantation kommt.
Durch die Implantation von Ga mit Z=31 in den C-Film mit Z=6 kommt es zu einer Än-
derung des MIP im Dünnfilm, was wiederum einen Einfluss auf die Phasenschiebung der
transmittierten Elektronen im Elektronenmikroskop hat. Weniger gravierend ist der Effekt
von Ionenimplantation bei konventionellen Zernike-PP, da das Material im mit dem FIB
strukturierten Bereich vollständig abgetragen wird. Lediglich an den Lochrändern oder
durch eine kurzzeitige, großflächige FIB-Beleuchtung, um eine SE-Aufnahme zu erstellen,
kann es zu einer geringfügigen Ionenimplantation kommen.
Die Eindringtiefe der Ionen ist sowohl abhängig von der Energie des FIB, als auch von der
Dichte des zu strukturierenden Materials. Ein deutlicher Effekt der Ga+-Ionenimplantation
lässt sich erkennen, wenn die Zernike-PP gemäß der in 4.2 beschriebenen Vorgehenswei-
se mit der benutzerdefinierten FIB-Routine (siehe Abbildung 4.16) durch 40 Durchgänge
bei einer Vergrößerung von 10 kx und 20 Durchgänge bei einer Vergrößerung von 19 kx
mit einer Ionenenergie von 5 keV und einem Ionenstrom von 21 pA strukturiert wird. Der
Rinnen von 0,75 µm wird dabei etwas größer als die 0,6 µm, die bei gleicher Vorgehensweise
aber einer Ionenenergie von 30 keV und einem Ionenstrom von 7 pA erzielt werden. Zudem
kommt es an der Kante des Zernike-PP-Loches zu einem leichten Ausfransen und Aufrollen
des aC-Films. Um die Ga+-Ionenimplantation bei der mit einer Ionenenergie von 5 keV her-
gestellten dickengradierten Zernike-PP nachzuweisen, wurde STEM-EDXS durchgeführt.
Die dadurch erhaltene Elementverteilung in Abbildung 4.19a zeigt neben C (türkis) einen
signifikanten Ga-Anteil im Bereich des Dickengradienten und der ausgefransten Lochkan-
te. Ebenso zeigt das gemittelte EDXS-Spektrum in Abbildung 4.19b, neben Maxima an der
C-Kα- und der O-Kα-Linie, ein signifikantes Maximum an der Ga-Lα-Linie. Demgegenüber
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Abbildung 4.18: 30 keV STEM-Aufnahmen und Dickenprofile der Zernike-PP mit dickengra-
diertem Rand. a-c) BF-STEM-Aufnahme einer dickengradierten Zernike-PP mit a) Rinnen von
375 nm und Raußen von 500 nm (375/500 nm), b) Rinnen von 0,5 µm und Raußen von 1,5 µm
(0,5/1,5 µm) sowie c) Rinnen von 0,6 µm und Raußen von 1,5 µm (0,6/1,5 µm). d-f) HAADF-
STEM-Abbildungen der gleichen dickengradierten Zernike-PP wie in den darüber liegenden
Aufnahmen d) (375/500 nm), e) (0,5/1,5 µm) und f) (0,6/1,5 µm). Dickenprofile g) entlang der
grün gestrichelten Linie in d), h) entlang der blau gestrichelten Linie in e) und i) entlang der
gelb gestrichelten Linie in f).
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Abbildung 4.19: EDXS-Untersuchung der Ga+-Ionenimplantation in dickengradierte
Zernike-PP. a) Mit STEM-EDXS ermittelte Elementverteilung zu einer dickengradierten
Zernike-PP mit den Radien 0,75/1,7 µm, die mit einem Ga+-FIB bei einer Ionenenergie von
5 keV strukturiert wurde. Die Elementverteilung zeigt neben C (türkis) einen deutlichen
Anteil an Ga (rot) in den mit dem Ga+-FIB bearbeiteten Bereichen. b) Gemitteltes EDXS-
Spektrum zu a) zeigt neben einem stark ausgeprägten Maximum an der C-Kα-Linie und
einem schwachen Maximum an der O-Kα-Linie ein signifikantes Maximum an der Ga-Lα-
Linie. c) Ein gemitteltes EDXS-Spektrum zu der dickengradierten Zernike-PP mit den Ra-
dien 0,6/1,5 µm in Abbildung 4.18f, welche mit einem Ga+-FIB bei einer Ionenenergie von
30 keV strukturiert wurde, zeigt bei sonst ähnlichem Spektrum zu b) kein Maximum an der
Ga-Lα-Linie.

zeigen die gemittelten EDXS-Spektren der bei einer Ionenenergie von 30 keV hergestellten
PP (siehe Abbildungen 4.18d-f) kein erkennbares Maximum an der Ga-Lα-Linie. Beispiel-
haft ist das gemittelte EDXS-Spektrum der dickengradierten Zernike-PP mit den Radien
0,6/1,5 µm aus Abbildung 4.18f in Abbildung 4.19c dargestellt.
Eine genaue Quantifizierung desGa-Anteils wurde für diese qualitative Analyse nicht durch-
geführt. Die EDXS-Spektren deuten jedoch darauf hin, dass bei Verwendung einer Ionen-
energie von 30 keV für die FIB-Strukturierung des Dickengradienten und einer aC-Filmdicke
von etwa 27 nm mit keiner gravierenden Ga+-Ionenimplantation zu rechnen ist, welche die
Phasenschiebung der PP in größerem Maße beeinflussen könnte.
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4.3.3 Implementierung einer Zernike-PP in das Philips CM200 FEG/ST

Die Implementierung der fertiggestellten Zernike-PP-Netze in das Philips CM200 erfolgt
wie in Abschnitt 4.2.5 für Zach-PP beschrieben unter Verwendung des als PP-Halter ver-
wendeten Kleindiek MM3A-EM. Obwohl eine Zernike-PP prinzipiell auch bei Raumtempe-
ratur eingesetzt werden kann, hat sich der Betrieb bei erhöhten Temperaturen als nützlich
erwiesen, um störenden Aufladungseffekten durch entstehende Kontamination bei der Be-
leuchtung mit dem Elektronenstrahl entgegenzuwirken und die mögliche Einsatzzeit der
PP deutlich zu verlängern [20]. Aus diesem Grund werden die Zernike-PP-Netze in ein
beheizbares PP-Halterplättchen montiert, welches ursprünglich für den Einsatz von HFPP
konstruiert [81] und von der Werkstatt des Instituts für Angewandte Physik hergestellt wur-
de. Eine genaue technische Zeichnung befindet sich im Anhang A.1 in Abbildung A.6. Das
Halterplättchen ist in Abbildung 4.20 dargestellt und ermöglicht das Heizen des Zernike-
PP-Netzes auf eine Temperatur von bis zu 200 °C. Durch die Verwendung eines Teflon-
Zwischenstücks erfolgt eine thermische Trennung des vorderen Ti-Teils, in dem sich das
Zernike-PP-Netz befindet, vomAl-Stab des PP-Halters. Im Vergleich zur Wärmeleitfähigkeit
von Titan mit λw = 22 W/(m·K) ist die von Teflon mit λw = 0,24 W/(m·K) um zwei Grö-
ßenordnungen kleiner. Zudem wurde das Ti-Teil poliert und mit Au bedampft, um eine
möglichst reflektive Oberfläche mit geringstmöglicher Wärmeabstrahlung zu erhalten. Da-
durch bleibt die Temperatur am Kleindiek MM3A-EM unter 40 °C und damit deutlich unter
der vom Hersteller angegebenen maximal verträglichen Temperatur von 80 °C, wenn das
vordere Ti-Teil auf 200 °C geheizt wird [81].
Abbildung 4.20a zeigt die Vorderseite des beheizbaren PP-Halterplättchens. In den beiden
mit Vertiefungen am Rand versehen Löchern befindet sich oben ein HFPP-Netz und unten
ein Zernike-PP-Netz, die beide mit Ti-Klemmringen fixiert sind. In einer weiteren recht-
eckigen Vertiefung in der Mitte des Ti-Teils befindet sich ein Pt1000-Widerstand (Vari-
ohm Eurosensor, D-Heidelberg), welcher mit einem nicht-leitfähigen G1-Epoxykleber mit
einer Temperaturbeständigkeit von bis zu 400°C möglichst nahe an den PP-Netzen befes-
tigt ist und als Heizung verwendet wird. Die Kontaktierung des Pt1000-Widerstands er-
folgt über Crimp-Verbindungen mit den feinen Cu-Drähten des PP-Halters, die über die
Kabeldurchführungen mit einer Spannungsquelle verbunden sind. An den Kontaktstel-
len wird der isolierende Lack von den Kupferdrähten mit Schmirgelpapier entfernt. An-
dere Verbindungen wie Lötungen oder Klebekontakte mit Silberleitkleber erwiesen sich
aufgrund deren Temperaturempfindlichkeit als nicht zweckmäßig. Am linken Rand des
0,6 mm dicken Ti-Teils ist ein NTC-Glasthermistor (Negativer Temperatur Koeffizient; Mi-
niature Axial Glass Thermistor Series, MEAS, Schaffhausen, Schweiz) mit einem Durchmes-
ser von 0,4 mm ohne Randüberstand mit G1-Epoxykleber befestigt und über weitere Crimp-
Verbindungen über die Kabeldurchführung des PP-Halters mit einem herkömmlichen Wi-
derstandsmessgerät verbunden. Durch einfaches Auslesen des temperaturabhängigen Wi-
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derstands und anschließendem Abgleich mit einer Tabelle kann so die Temperatur auf Ebe-
ne des Zernike-PP-Netzes während des Experimentes ausgelesen werden. Ein weiterer Gl-
asthermistor befindet sich am Al-Stab des PP-Halters, um sicherstellen zu können, dass der
Kleindiek MM3A-EM keine zu hohen Temperaturen erfährt.
Abbildung 4.20b zeigt die seitliche Rückansicht des Halterplättchens. Die Verbindung des
vorderen Ti-Teils und des Teflon-Zwischenstücks ist über eine Schraubverbindung mit zwei
Messingschrauben realisiert. Die Erdung des Ti-Teils ist über eine abisolierte Cu-Leitung
realisiert, die unter eine Mutter an eine der beiden Schrauben geklemmt wird, und dient
dazu, einer Aufladung im Elektronenstrahl entgegenzuwirken.
Im Rahmen der Experimente hat sich zur weitgehenden Vermeidung von Kontamination
als ausreichend erwiesen, die Zernike-PP-Netze dauerhaft auf einer Temperatur von etwa
150 °C zu halten. Die Pt1000-Heizung wird dazu bei einer Spannung von 23 V und einem
Stromfluss von 12,655 mA betrieben. Typische gemessene Widerstände bzw. Temperatu-
ren an den beiden Glasthermistoren sind 304 Ω bzw. 148,5 °C auf Höhe der PP-Netze und
7,28 kΩ bzw. 33,5 °C am Al-Stab des PP-Halters. Schwächere Aufladungseffekte während
des Betriebes der Zernike-PP im Transmissionselektronenmikroskop verschwanden übli-
cherweise nach weiterem Heizen über Nacht.
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Abbildung 4.20: Fotografie eines beheizbaren PP-Halterplättchens. a) Vorderansicht des Halt-
erplättchens. Zur thermischen Trennung ist der vordere Ti-Teil des Plättchens über ein
Teflon-Zwischenstück (weiß) mit dem Al-Stab des PP-Halters verbunden. In zwei Löchern
mit Vertiefungen an den Rändern befinden sich ein HFPP- und ein Zernike-PP-Netz, die
jeweils mit einem Ti-Klemmring fixiert sind. Ein Pt1000-Widerstand, der als Heizung
verwendet wird, ist mit Epoxykleber auf das Halterplättchen geklebt und mittels Crimp-
Verbindungen an Cu-Drähte zur Spannungsversorgung geschlossen. Ein seitlich ange-
klebter Glasthermistor dient der Temperaturmessung. b) Rückansicht des Halterplättchens.
Das Ti-Teil ist mit Messingschrauben am Teflon-Teil befestigt. Um Aufladungen des PP-
Halterplättchens durch den Elektronenstrahl entgegenzuwirken, wird zur Erdung des Ti-
Teils ein abisolierter Cu-Draht unter einer Messingmutter eingeklemmt. Zur Verminderung
von Wärmeabstrahlung wurde das Ti-Teil poliert und mit Au beschichtet.
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5 Kapitel 5

Anwendung von Phasenplatten und
Analysemethoden

Die Anwendung und Justage der verschiedenen eingesetzten PP wird in Abschnitt 5.1 dieses Kapi-
tels beschrieben. Dem folgt eine Beschreibung der verwendeten Analysemethoden in Abschnitt 5.2.
Abschnitt 5.2 ist untergliedert in eine Beschreibung der Methode zur Bestimmung von Abbildungs-
parametern wie dem Defokus und der Phasenschiebung in Abschnit 5.2.1 und der Beschreibung
der im Rahmen der Arbeit durchgeführten Bildsimulationen in Abschnitt 5.2.2. Teile dieses Kapi-
tels wurden bereits in einer Fachzeitschrift veröffentlicht [78]. Die dort verwendeten Abbildungen
und Tabellen wurden übersetzt und mit Genehmigung wiederholt publiziert. Die entsprechenden
Passagen, Bilder und Tabellen sind an den relevanten Stellen markiert.
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5.1 Anwendung von Phasenplatten

Ist die entsprechende PP innerhalb des PP-Halters positioniert und in das Transmissions-
elektronenmikroskop eingebaut, muss zunächst die Justage der PP erfolgen. Dies dient da-
zu, die Ebene, in der sich die PP befindet, mit der BFP in Deckung zu bringen. Da der Platz
in der Lücke zwischen den Polschuhen der Objektivlinse in den meisten Fällen sehr gering
ist und ein Kontakt des PP-Halters mit dem empfindlichen Polschuh unbedingt vermie-
den werden sollte, kann der PP-Halter nicht nach oben oder unten bewegt werden. Deswe-
gen wird die BFP meist durch eine geeignete Einstellung der Beleuchtung über das Kon-
densorlinsensystem mit der PP-Ebene in Deckung gebracht. Je nach PP-Typ ist außerdem
eine genaue Ausrichtung der PP gegenüber des NS nötig, um die gewünschten Phasen-
schiebungsbedingungen der PP optimal zu erreichen. Für die drei verwendeten PP-Typen
werden dazu unterschiedliche Vorgehensweisen angewandt, die nachfolgend beschrieben
werden.

Anwendung einer HFPP

In Verbindung mit der HFPP wird oft von einem on-plane-Zustand gesprochen, wenn sich
der HFPP-Film in der BFP befindet, während ein off-plane-Zustand vorliegt, wenn sich der
HFPP-Film über oder unterhalb der BFP befindet. Zur Justage wird eine kleine Struktur
wie z.B. ein Partikel auf dem HFPP-Film im off-plane-Zustand im normalen Abbildungs-
modus abgebildet. Ähnlich wie bei der Fokussierung einer STEM-Sonde, wird der Fokus
der Kondensorlinse geändert, bis das Partikel ”unendlich groß“erscheint. Während dieses
Vorgangs wird jede Änderung der Form des Partikels über den Kondensorlinsenstigmator
korrigiert. Durch diese Art der Anpassung bildet sich der durch den intensiven NS verur-
sachte geladene Fleck auf dem HFPP-Film so klein und rund wie möglich, was zu optima-
len Abbildungsbedingungen führt. Der geladene Fleck, der für die Phasenschiebung der
NS-Elektronen verantwortlich ist, bildet sich innerhalb von 15 – 30 s bei einem Strahlstrom
von etwa 1 nA, was einen typischen Wert für die Kryo-TEM bei geringer Elektronendosis
darstellt. Die so erreichten Bedingungen ermöglichen eine stabile TEM-Abbildung mit Pha-
senkontrast für eine Anwendungsdauer von ein paar Stunden [71]. Die HFPP wird über den
gesamten Nutzungszeitraum auf einer Temperatur von 270 °C gehalten, um die Entstehung
von Kontamination, die zu einer positiven und stark variierenden Phasenschiebung führt,
weitestgehend zu vermeiden (siehe Abschnitt 2.4.2). Eine Temperatur von 260 – 270 °C hat
sich für die Experimente am JEOL JEM-3200 als ideal erwiesen, um stabile Phasenschiebun-
gen im Bereich von -0,5π bis -0,7π zu erhalten.
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Anwendung einer Zach-PP

Für die Anwendung einer Zach-PP wird der on-plane-Zustand für das JEOL JEM-3200 in der
vergrößerten und für das Philips CM200 in der normalen BFP eingestellt. Beim JEOL JEM-
3200 muss dazu die Objektivminilinse über einen Kippschalter in den SA-MAG-Modus
versetzt werden. Im Beugungsmodus wird dann zunächst die Spitze des Zach-PP-Steges
scharf gestellt und dann die Kondensorlinse so justiert, dass der Durchmesser des NS mini-
mal erscheint. Anschließend wird die PP-Spitze durch den piezobetriebenen PP-Halter im
gewünschten Abstand zum NS positioniert. Der PP-Steg sollte dabei wenn möglich nicht
mit dem NS beleuchtet werden, um eine ungewünschte Aufladung zu vermeiden.

Anwendung einer Zernike-PP

Wie bei der Zach-PP erfolgt die Einstellung des on-plane-Zustands im Beugungsmodus und
unter Verwendung des Kondensorlinsensystems. Zunächst wird das gewünschte Zernike-
PP-Loch im Dünnfilm auf dem PP-Netz ausgewählt und grob um den NS positioniert.
Nachfolgend wird die Kante des Zernike-PP-Lochs fokussiert und schließlich das Konden-
sorlinsensystem so angepasst, dass der NS so klein und rund wie möglich erscheint. Der
piezobetriebene PP-Halter wird dann zur genauen Zentrierung des Loches um den NS ver-
wendet. Die Positionierung der dickengradierten Zernike-PP ist deutlich schwieriger als für
die konventionelle Zernike-PP, da der aC-Film an der Lochkante sehr dünn und nur schwer
im Beugungsmodus zu erkennen ist. Für die Feinzentrierung der dickengradierten Zernike-
PP kann das Diffraktogramm von live-view-Abbildungen im normalen Abbildungsmodus
verwendet werden.

5.2 Analysemethoden

5.2.1 Bestimmung von Abbildungsparametern

PP-TEM-Abbildungen mit einem moderaten Defokus können verwendet werden, um die
Phasenschiebung und den Defokus quantitativ aus der Position von Thon-Ringen im zu-
gehörigen Diffraktogramm zu bestimmen [68]. Zur Analyse der Abbildungsparameter aus
den experimentellen PP-TEM-Abbildungen wurde ein von Hettler et al. [47] geschriebenes
Matlab-Programm (The Mathworks, Natick, MA, USA) verwendet. Wie anhand des Bei-
spiels in Abbildung 5.1 für das Diffraktogramm einer defokussierten HFPP-TEM-Aufnahme
einer Testprobe, bestehend aus einem in vitrifiziertes Eis eingebetteten aC-Film (siehe Ab-
bildung 5.1a), dargestellt, binärisiert das Programm zunächst das Diffraktogramm (siehe
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Abbildung 5.1: Bestimmung von Abbildungsparametern anhand des Diffraktogramms einer
defokussierten HFPP-TEM-Abbildung eines in vitrifiziertem Eis eingebetteten aC-Films und
Phasenschiebungen einer Zach-PP-Spannungsserie. a) Diffraktogramm einer defokussierten
HFPP-Abbildung. b) Das Diffraktogramm in a) wird in ein Binärbild umgewandelt. c) Das
simulierte Diffraktogramm, welches zum Binärbild in b) passt, wird aus einer Datenbank
ermittelt. Beste Übereinstimmung ergibt ein Defokuswert von ∆f = -7,81 µm und eine Pha-
senschiebung von ϕPP = -0,71 π. d) Abhängigkeit der induzierten Phasenschiebung ϕPP

von der angelegten Spannung UPP, ermittelt aus einer Zach-PP-Spannungsserie.

Abbildung 5.1b) und simuliert dann eine Datenbank von Diffraktogrammen mit verschie-
denen Defokus-, Astigmatismus- und Phasenschiebungswerten (siehe Abbildung 5.1c). Die
simulierten Diffraktogramme werden mit dem experimentellen Diffraktogramm der auf-
genommenen PP-TEM-Abbildung in einem angepassten Mustererkennungsprozess [6] ab-
geglichen. Das Programm ermittelt dann die am besten passenden Werte für den Defokus,
den Astigmatismus und die Phasenschiebung der aufgenommenen TEM-Abbildung. Für
das gezeigte Diffraktogramm, welches bei den experimentellen Gegebenheiten der HFPP
in Kapitel 6 erstellt wurde, ergibt sich ein Defokuswert von ∆f = -7,81 µm und eine Pha-
senschiebung von ϕPP = -0,71 π. Passend zu den experimentellen Bedingungen für die
TEM mit Zach-PP in Kapitel 6, wurden die Phasenschiebungen für eine Spannungsserie er-
mittelt und werden im Diagramm in Abbildung 5.1d dargestellt.

5.2.2 Simulation von TEM-Aufnahmen mit PP

Für ein vertieftes Verständnis der Kontrastentstehung in experimentell erstellten TEM-Ab-
bildungen unter Verwendung von Zach-PP, HFPP und Zernike-PP, bietet sich der Einsatz
von Bildsimulationen an. Dazu wurde das in Matlab geschriebene Programm PPSim ver-
wendet, das im Rahmen der Doktorarbeiten von Dries und Hettler [33, 45] entwickelt wur-
de. Für die Fragestellungen dieser Arbeit wurde PPSim angepasst. Es bietet die Möglichkeit,
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TEM-Abbildungen zu simulieren und dabei eine Vielzahl von Mikroskopparametern in die
Berechnung zu inkludieren. Weiterhin gibt es die Möglichkeit, mehrere verschiedene PP-
Typen in die Simulation einzubinden. Die aktuelle Version samt einer Kurzanleitung wurde
mittlerweile veröffentlicht und kann frei verwendet werden [78].
Zur Bildsimulation wird eine Objektwellenfunktion benötigt, die beispielsweise mit dem
Programm STEMsim [85] berechnet oder per Hand modelliert werden kann. Die Fourier-
transformierte der Objektwellenfunktion wird dann mit der CTF H(u) aus Gleichung 2.17
multipliziert, welche die AperturfunktionA(u) (siehe Gleichung 2.22), die Aberrationsfunk-
tion B(u) und die Dämpfungsfunktion der räumlichen partiellen Kohärenz Es(u) (siehe
Gleichung 2.25) beinhaltet. Wird bei der Bildsimulation eine PP berücksichtigt, wird das
Profil der Phasenschiebung ϕPP(u) in der Wellenaberrationsfunktion χPP(u) gemäß Glei-
chung 2.38 ergänzt. Die Bildintensität ergibt sich nach inverser Fourier-Transformation aus
dem Betragsquadrat der Bildwellenfunktion I = |g(u)|2.
Um die zeitliche partielle Kohärenz bei der Bildsimulation zu berücksichtigen, wird die
weighted focal series-Methode angewandt [10]. Dabei wird eine Serie von Bildern bei ver-
schiedenen Defokuswerten in einem Bereich um den eingegebenen Mittelwert ∆f simuliert
und nach Gewichtung mit einer Gauß-Funktion inkohärent aufsummiert. Die Bildintensität
kann in diesem Fall wie folgt berechnet werden:

I = F−1

{
1

A

2·nWFS+1∑
i=1

exp

−
(

(i− nWFS − 1) · ∆WFS · δ
nWFS

)2

2 δ2


· abs (H(∆fWFS) · F {f(r)})

}
,

(5.1)

mit dem Normierungsfaktor der Gauß-Funktion:

A =

2·nWFS+1∑
i=1

exp

−
(

(i− nWFS − 1) · ∆WFSδ

nWFS

)2

2 δ2

 . (5.2)

Die Gleichungen beinhalten den focal spread δ des Mikroskops, welcher die Breite der Gauß-
Funktion definiert, die Anzahl der zur Berücksichtigung der temporären partiellen Kohä-
renz aufsummierten Bilder 2 · nWFS + 1 und die Anzahl der Standardabweichungen des
Defokus (focal spread δ) ∆WFS, die berücksichtigt werden sollen. Zudem steht F für die
Fourier-Transformation, ∆fWFS = ∆f + (i − nWFS − 1) · ∆WFSδ

nWFS
für den Defokuswert mit

dem mittleren Defokus ∆f und f(r) für die Objektwellenfunktion.
Für diese Arbeit wurden TEM-Abbildungen von drei verschiedenen Probentypen mit zwei
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unterschiedlichen Transmissionselektronenmikroskopen simuliert, die zur Kontrastanaly-
se der entsprechenden experimentellen TEM-Aufnahmen in Kapitel 6 und 7 herangezo-
gen werden. TEM-Abbildungen von T4-Bakteriophagen wurden mit den elektronenopti-
schen Parametern des JEOL JEM-3200 simuliert, wobei die Implementierung einer HFPP in
der normalen BFP der Objektivlinse (OL-Modus) und einer Zach-PP in der vergrößerten
BFP (SA-MAG-Modus) berücksichtigt wurde. Weiterhin wurden TEM-Abbildungen eines
löchrigen aC-Films und eines Kohlenstoff-Nanoröhren-(CNT)-Bündels mit dem Philips CM-
200 simuliert. Die zur Bildsimulation verwendeten Mikroskopparameter können dem An-
hang A.2 entnommen werden. Die Modellierung der verwendeten Objektwellenfunktionen
und der Verteilungen der PP-Phasenschiebung werden in den folgenden Unterabschnitten
beschrieben.

Modellierung der Objektwellenfunktion einer T4-Probe

Um die in Abschnitt 6.1 vorgestellten experimentellen TEM-Bilder einer T4-Probe mit ad-
äquaten Bildsimulationen vergleichen zu können, muss zunächst der ungefähre Aufbau
der Objektwellenfunktion f (x,y,z) = A (x,y,z) · exp(−ϕ(x,y,z)) nach der Transmission
durch die Probe möglichst realistisch beschrieben werden. Die T4 werden dabei als rei-
ne Phasenobjekte mit A (x,y,z) = 1 beschrieben. Die Phase der abgeschätzten Objektwel-
lenfunktion zweier senkrecht zueinander angeordneten T4, die in 150 nm dickes vitrifi-
ziertes Eis eingebettet sind und bei einer Elektronenenergie von 300 keV abgebildet wer-
den, ist in Abbildung 5.2a gezeigt. Die komplexe Struktur des T4-Kopfes wird durch einen
Zylinder mit einem Durchmesser von 85 nm approximiert und die 4 nm Periodizität der
schraubenförmigen Proteinstruktur des Schwanzes wird durch äquidistant angeordnete
Quader mit einer Dicke von 21 nm in eine Richtung parallel zum Elektronenstrahl verein-
facht modelliert. Für die Bildsimulation wurde das MIP des T4-Kopfes mit VMIP ≈ 6 V
angesetzt, was vergleichbar zu anderen DNA-basierten biomolekularen Komplexen wie
etwa Nukleosomen-Grundpartikeln ist [94]. Über die geschätzten Abmessungen und das
angenommene MIP kann schließlich die Phasenschiebung der Elektronen anhand von Glei-
chung 2.7 berechnet werden. Die Phasenschiebung des Objekts ergibt schließlich die Pha-
se der Objektwellenfunktion und resultiert in 0,0125π/nm, was einer maximalen Phasen-
schiebung von etwa 1,06π im Zentrum des Kopfes und etwa 0,26π in den Quadern des
Schwanzes entspricht. Des Weiteren wird angenommen, dass die T4 in einer 150 nm dicken
Schicht von vitrifiziertem Eis mit einem MIP von VMIP ≈ 3,5 V [43] eingebettet sind. Im
Bereich der T4 ist die Dicke des vitrifizierten Eises um die lokale Dicke der T4 reduziert,
um eine einheitliche Probendicke von 150 nm zu erhalten. Daraus resultiert eine Phasen-
schiebung von etwa 1,06π (schwarz in Abbildung 5.2a) für das reine vitrifizierte Eis und
eine aufsummierte Phasenschiebung von etwa 1,54π (weiß) im Zentrum des T4-Kopfes. An
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dieser Stelle sei erwähnt, dass die Annahme der T4-Köpfe als WPO strenggenommen nur
eine sehr grobe Näherung darstellt, da die Phase der Objektwellenfunktion für den T4-Kopf
erheblich größer als die Phase des umgebenden Eises ist. Um experimentelles Rauschen zu
simulieren, wurde ein zufälliges Signal mit einer maximalen Phasenschiebung von 0,04π
und einer maximalen Amplitude von 0,02 auf die Amplitude und Phase der Objektwellen-
funktion addiert. Die modellierte Wellenfunktion ist zusammen mit der PPSim-Software als
Matlab-Datei frei erhältlich [78].

Inhomogene Verteilung der Phasenschiebung einer Zach-PP

Abbildung 5.2b zeigt die auf Graustufen skalierte inhomogene Verteilung der Phasenschie-
bung einer Zach-PP, wie sie zur Simulation von TEM-Abbildungen mit Zach-PP verwendet
wird [78]. Die Verteilung der Phasenschiebung basiert auf der Berechnung des elektrosta-
tischen Potenzials über die Finite-Elemente-Methode [46], wobei von den Abmessungen
einer Standard-Zach-PP, die in Abschnitt 4.2.2 angegeben sind, ausgegangen wurde. Eine
starke Phasenschiebung wird durch den hellen Bereich nahe der PP-Spitze repräsentiert.
Das Zentrum des NS (weißer Punkt in Abbildung 5.2) befindet sich in einer Entfernung von
850 nm vom Ende des PP-Steges. Das elektrostatische Potenzial ist so festgelegt, dass eine
Phasenschiebung von -0,5π im Zentrum des NS erreicht wird, was mit den experimentellen
Bedingungen der TEM-Aufnahme in Abbildung 6.5e übereinstimmt. Für die Bildsimulati-
on mit anderer Phasenschiebung oder Entfernung des Steges zum NS wird die Verteilung
der Phasenschiebung so angepasst, dass an der Stelle des NS die gewünschte experimentell
gemessene Phasenschiebung vorliegt.
Abbildung 5.2c zeigt die Profile der Phasenschiebung durch den NS in eine Richtung paral-
lel (rote Kurve) und senkrecht (blaue Kurve) zum PP-Steg, welche sich substanziell unter-
scheiden. Ein blaugrüner Balken veranschaulicht den Durchmesser des NS, der durch eine
volle Breite bei der Hälfte des Maximums (FWHM) von 300 nm (0,0048 nm-1) charakterisiert
ist. Dieser entspricht dem NS-Durchmesser in der vergrößerten BFP des JEOL JEM-3200,
wo die Zach-PP implementiert ist. Reale Abstände in der BFP wurden mittels Gleichung
2.23 in Raumfrequenzen umgerechnet, wobei für das JEOL JEM-3200 die Brennweite fOL =

15,8 mm im SA-MAG-Modus und fOL = 5 mm im OL-Modus berücksichtigt wurde. Die
Raumfrequenzen der relevanten Bildmerkmale wie etwa dem T4-Kopf-Durchmesser (0,012
nm-1) und der Periodizität im T4-Schwanz (0,25 nm-1) sind durch gelbe und grüne gepunk-
tete Linien markiert. Es sei angemerkt, dass die Zuweisung einer bestimmten Raumfre-
quenz für ein ausgedehntes Objekt wie dem T4-Kopf nicht vollkommen exakt ist. Dennoch
zeigt sich diese Annahme als angemessen für die Diskussion des Phasenkontrasts eines T4-
Kopfes.
Das Profil der Phasenschiebung in eine Richtung senkrecht zum Steg der Zach-PP zeigt ei-
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ne symmetrische Form und ähnelt einer Gauß-Funktion mit -0,5π Phasenschiebung an der
Position des NS. Die FWHM des Gauß-Profils beträgt 2,86 µm an dieser Stelle, was einer
Raumfrequenz von 0,046 nm-1 entspricht. Die FWHM des Phasenschiebungsprofils verklei-
nert sich mit abnehmender Entfernung von der Spitze des PP-Steges. Die im Experiment
gewählten Abstände von 600 – 1000 nm zwischen NS und der Spitze des Steges haben sich
als ein guter Kompromiss zwischen der gewünschten relativen Phasenschiebung von et-
wa -0,5π, der limitierten Positionierungsgenauigkeit des PP-Halters, der Prävention von
Bildstörungen durch elektrostatische Aufladung des PP-Steges sowie der Blockierung von
NS-Elektronen durch die Struktur der Zach-PP erwiesen.
Das Profil der Phasenschiebung in eine Richtung parallel zum Steg der Zach-PP (rote Li-
nie in Abbildung 5.2c) verläuft asymmetrisch. Die negative Phasenschiebung mit einem
Maximalwert von -1,56π nimmt mit zunehmender Entfernung vom Steg der Zach-PP ab
und folgt dabei einem Potenzgesetz mit einem Exponenten von etwa -1,4. Der Steg der
Zach-PP ist nicht elektronentransparent und blockiert die Elektronen in einem Raumfre-
quenzbereich oberhalb von 0,027 nm-1, unter der Annahme einer Entfernung von 850 nm
zwischen der Stegspitze und dem NS. Die einseitige Blockierung von Elektronen führt zu
single-sideband(SSB)-Kontrast für die vom Steg abgedeckten Raumfrequenzen.
Um den starken Gradienten der Phasenschiebung einer Zach-PP über den Durchmesser des
NS bei der Bildsimulation zu berücksichtigen, werden mit PPSim optional mehrere simu-
lierte Bilder mit räumlich verschobener Phasenschiebungsverteilung generiert, was unter-
schiedlichen Abständen zwischen NS und PP-Spitze gleichkommt. Diese Bilder werden mit
einer Gauß-Funktion gewichtet und inkohärent aufsummiert, wobei die Verschiebung der
Phasenschiebungsverteilung und die Breite der Gauß-Funktion durch den in PPSim einge-
tragenen Durchmesser des NS definiert wird.

Verteilung der Phasenschiebung einer HFPP

Experimentelle TEM-Aufnahmen mit einer HFPP wurden in der normalen BFP des JEOL
JEM-3200 im OL-Modus aufgenommen. Um vergleichbare Bildsimulationen zu erstellen,
wurde die Verteilung für eine negative Phasenschiebung des geladenen Flecks [49] der
HFPP als Lorentz-Funktion angenähert:

ϕHFPP,−(u) =
ϕPP(0)((
u

0,5 σHFPP

)2
+ 1

) . (5.3)

Dabei steht σHFPP für die FWHM und ϕPP(0) für die angenommene Phasenschiebung bei
u = 0. Für die durchgeführten Bildsimulationen wurde die FWHM mit 0,015 nm-1 etwas
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Abbildung 5.2: Modellierte Objektwellenfunktion zweier senkrecht zueinander angeordneter
T4 und Verteilung der Phasenschiebung einer Zach-PP [78]. a) Phase der modellierten Ob-
jektwellenfunktion zweier senkrecht zueinander orientierter, in vitrifiziertem Eis eingebette-
ter T4 für eine Beschleunigungsspannung von 300 kV. Die Phase entspricht der Objektwelle
direkt beim Austritt aus der Probe, bevor diese einer zusätzlichen Phasenschiebung durch ei-
ne PP ausgesetzt wurde. b) Inhomogene Verteilung der Phasenschiebung einer Zach-PP mit
ϕPP = -0,5 π an der Stelle des durch einen weißen Punkt markierten NS. c) Profil der Pha-
senschiebung einer Zach-PP durch den NS in eine Richtung parallel (rote Linie) und senk-
recht (blaue Linie) zum PP-Steg. Der NS (blaugrüner Balken) sowie die Raumfrequenzen des
T4-Kopfes (gelb gepunktete Linie) und die Periodizität des T4-Schwanzes (grün gepunktete
Linie) sind im Diagramm markiert.
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breiter als der abgeschätzte NS-Durchmesser von 100 nm gewählt [67], um die erwartungs-
gemäß etwas breiter aufgebaute Ladungsverteilung [50] und ihre größere Reichweite zu
berücksichtigen. Das Profil wird durch eine experimentell bestimmte Phasenschiebung von
ϕPP(0) = -0,7 π skaliert. Im direkten Vergleich ist das gaußförmige Phasenschiebungsprofil
der Zach-PP in eine Richtung senkrecht zum PP-Steg (blaue Linie in Abbildung 5.2c) an der
Stelle des NS wesentlich breiter als das Profil der HFPP.
Soll in der Simulation von einer positiven Phasenschiebung ausgegangen werden, wird die-
se der Deposition von Kontamination zugeschrieben [50] und durch ein gaußsches Dicken-
und Phasenprofil beschrieben:

tHFPP,+(u) =
ϕPP(0)

VMIP CE
exp

(
− u2

σ2
HFPP

)
+ t0 (5.4)

ϕHFPP,+(u) = VMIP CE tHFPP,+(u) (5.5)

mit der Filmdicke der HFPP ohne Kontamination t0 = 10 nm und einer Wechselwirkungs-
konstante CE, die aus Gleichung 2.8 entnommen werden kann. Der Phasenschiebungswert
ϕPP(0) kann, wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, aus einem experimentellen Bild bestimmt
werden. Für die FWHM σHFPP der gaußförmigen Phasenschiebungsverteilung kann im
Falle von positiver Phasenschiebung, die dem Aufbau von Kontamination zugeschrieben
wird, vom NS-Durchmesser ausgegangen werden. Optional kann die Dämpfung der Elek-
tronenwelle beim Durchlaufen des dünnen HFPP-Filmes berücksichtigt werden. Es ergibt
sich unter Verwendung der mittleren freien Weglänge für inelastische Streuung (engl. mean
free path) λMFP eine Dämpfung von exp(− tHFPP,+(u)

λMFP
). Bei einer HFPP mit negativer Pha-

senschiebung ist die Dämpfung durch exp(− t0
λMFP

) gegeben, was bei den durchgeführten
Simulationen berücksichtigt wurde. In PPSim ist die mittlere freie Weglänge λMFP nur
für aC und für Beschleunigungsspannungen von 80, 200 und 300 kV (50 nm, 100 nm und
130 nm) vordefiniert. Sollen andere Beschleunigungsspannungen angenommen werden, ist
eine Abänderung im Programmcode notwendig [78].

Modellierung der Objektwellenfunktion einer aC-Film/Vakuum-Grenzfläche und eines
CNT-Bündels

Bei der Modellierung der Objektwellenfunktion einer aC/Vakuum-Grenzfläche wird ein
Amplitudenanteil berücksichtigt, sodass die Objektwellenfunktion als f (x,y,z) = A (x,y,z)·
exp(iϕ(x,y,z)) mit der dickenabhängigen Phase ϕ(x,y,z) und Amplitude A (x,y,z) beschrie-
ben werden kann. Um die Phase des aC-Filmes zu bestimmen, wurde analog zur Bestim-
mung der Dickenprofile der gradierten Zernike-PP in Abbildung 4.18 vorgegangen (siehe
Abschnitt 4.3.2). Dazu wurde zunächst das Dickenprofil der im Experiment verwendeten
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aC-Film-Testprobe bestimmt (siehe Abschnitt A.3). Basierend auf dem Dickenprofil in Ab-
bildung A.7, wird eine Hälfte der Objekwellenfunktion als 10 nm dicker aC-Film definiert,
während bei der anderen Hälfte von einem Vakuumbereich ausgegangen wird. Die Pha-
senschiebung des 10 nm dicken aC-Filmes kann unter Anwendung von Gleichung 2.9 mit
einem MIP von 9 V [100] berechnet werden, woraus sich eine Phasenschiebung von 0,21π
(0,021π/nm) ergibt. An der aC-Film/Vakuum Grenzfläche wird in der Objektwellenfunk-
tion ein glatter Phasenübergang definiert, so wie er im Dickenprofil in Abbildung A.3c ge-
messen wurde. Der Übergang erstreckt sich stufenlos über etwa 2 nm für die Simulationen
mit einer Zernike-PP mit einem inneren Radius von 0,5 µm. Für die Simulationen mit ei-
ner Zernike-PP mit einem inneren Radius von 375 nm wurde ein Dickenprofil mit einer
Breite von 4 nm angenommen. Dadurch wird eine abrupte Phasenkante in der Objektwel-
lenfunktion vermieden, was zu einer guten Übereinstimmung der simulierten Bilder mit
den experimentellen Zernike-PP-TEM-Abbildungen führt. Ein zusätzlicher schmaler Vaku-
umbereich und ein gradueller Abfall der aC-Filmdicke wird auf der linken Seite des aC-
Films definiert, um Simulationsartefakte aufgrund von aperiodischen Randbedingungen
zu vermeiden. Die auf diese Weise modellierte Phase der aC-Film-Objektwellenfunktion ist
in Abbildung 5.3a dargestellt. Zusätzlich wird eine leicht gedämpfte Amplitude A = 0,99

angenommen, um die in den experimentellen Abbildungen des aC-Films beobachtbare Ab-
senkung der Intensität zu modellieren.
Die Phase der modellierten Objektwellenfunktion eines CNT-Bündels ist in Abbildung 5.3b
dargestellt. Diese wird in stark vereinfachter Form modelliert, indem das CNT-Bündel als
homogener Zylinder mit Radius r (in diesem Fall r = 7,5 nm) und einem MIP von 6 V [80,
96] angenähert wird. Die projizierte Phase ϕ(x) des Zylinders wird über ϕ(x) = 2ρ

√
r2 − x2

berechnet, wobei gemäß Gleichung 2.9 eine Phasenschiebung pro Längeneinheit von ρ =

0,014 π/nm angenommen wird.
Ein experimentelles Rauschen wird simuliert, indem ein zufälliges Signal mit einer maxi-
malen Phasenschiebung von 0,04π und einer maximalen Amplitude von 0,02 auf die aC-
und CNT-Bereiche der Objektwellenfunktion addiert wird. Ein weiteres Rauschen wird auf
die simulierte Bildintensität addiert, um das Rauschen der Kamera nachzuahmen.

Verteilung der Phasenschiebung von konventionellen und dickengradierten
Zernike-PP

Die raumfrequenzabhängige Phasenschiebungsverteilung der konventionellen Zernike-PP
ϕ(u) wird unter Verwendung von Gleichung 2.43 und ihrer vom Lochdurchmesser abhän-
gigen Cut-on-Frequenz uC definiert als 0,5π für u ≥ uC und 0 für u < uC. Für die dicken-
gradierte Zernike-PP wurde die experimentelle Phasenschiebungsverteilung ermittelt, die
in Abbildung 5.3c für einen inneren Lochradius von 375 nm und einen äußeren Lochradius
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Abbildung 5.3: Modellierte Objektwellenfunktion einer aC-Film/Vakuum-Grenzfläche und ei-
nes CNT-Bündels sowie Phasenschiebungsverteilungen von dickengradierten Zernike-PP für
drei verschiedene Lochradien. a) Farbkodierte Phasenverteilung der modellierten Objektwel-
lenfunktion von a) einer aC-Film/Vakuum-Grenzfläche und b) einem CNT-Bündel in Vaku-
um. c-f) Experimentell bestimmte Phasenschiebungsverteilung von dickengradierten Zernike-
PP mit den Lochradien c) 375/500 nm, d) 0,5/1,5 µm und e) 0,6/1,5 µm.

von 500 nm (375/500 nm) gezeigt ist. Entsprechende Phasenschiebungen sind in Abbildung
5.3d für die 0,5/1,5 µm Zernike-PP und in Abbildung 5.3e für die 0,6/1,5 µm Zernike-PP
dargestellt. Dafür wurden die HAADF-STEM-Aufnahmen in Abbildung 4.18d-f in Dicken-
verteilungen umgewandelt (siehe Abschnitt 4.3.2) und die zugehörigen Phasenschiebungs-
werte mittels Gleichung 2.9 und einem MIP von 9 V [100] berechnet. Eine Dämpfung der
Amplitude durch zusätzliche Streuprozesse im aC-Film der Zernike-PP wird wie für die
HFPP-Filme ausführlich beschrieben bei der Simulation berücksichtigt.
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6 Kapitel 6

Experimentelle und simulierte
Abbildung lebenswissenschaftlicher
Kryo-Proben mit Zach-PP und HFPP

In diesem Kapitel werden vergleichende Kryo-TEM-Experimente mit der elektrostatischen Zach-PP
und HFPP präsentiert, die im Hinblick auf Kontrastentstehung und Untersuchung von Bildartefak-
ten analysiert werden. Zu diesem Zweck wurden Phasenkontrast-TEM-Abbildungen mit Zach-PP
und HFPP von in vitrifiziertem Eis eingebetteten T4-Proben aufgenommen und die Kontraststeige-
rung durch PP im Experiment und mittels Simulationen untersucht (siehe Abschnitt 6.1). Darüber
hinaus wurde zum ersten mal eine Zach-PP für die Kryo-Elektronentomografie zur Rekonstruk-
tion der dreidimensionalen Probenstruktur eingesetzt und ihre kontrastverstärkenden Eigenschaf-
ten mit denen einer HFPP verglichen (siehe Abschnitt 6.2). Teile dieses Kapitels wurden bereits in
einer Fachzeitschrift veröffentlicht [78]. Die dort verwendeten Abbildungen und Tabellen wurden
übersetzt und mit Genehmigung wiederholt publiziert. Die entsprechenden Passagen, Bilder und
Tabellen sind an den relevanten Stellen markiert.
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6 Abbildung lebenswissenschaftlicher Kryo-Proben mit Zach-PP und HFPP

6.1 Experimentelle und simulierte TEM-Abbildung von T4

6.1.1 Probencharakterisierung und grundlegende Betrachtungen

T4 sind aus mehreren Bestandteilen mit unterschiedlichen Größenordnungen aufgebaut
und eignen sich deswegen hervorragend als Test-Objekte für die Untersuchung des Phasen-
kontrasts von lebenswissenschaftlichen Proben in der TEM. Sie bestehen aus zwei Haupt-
teilen, einem Kopf und einem Schwanz, und weisen eine Gesamtlänge von etwa 250 nm auf.
Der Kopf bildet einen langgestreckten Ikosaeder mit einem Durchmesser von etwa 85 nm
und einer Länge von 115 nm [105]. Die 3 nm dicke Proteinhülle des Kopfes wird als Kapsid
bezeichnet und umkapselt die nach einem komplexen Packungsschema gleichmäßig ange-
ordnete gebündelte Desoxyribonukleinsäure (DNA), welche das Genom der T4 darstellt.
Der etwa 100 nm lange Schwanz besteht aus einer kontraktilen Schwanzhülle mit einem
Durchmesser von etwa 21 nm [61]. An einem Ende des Schwanzes befindet sich eine hexa-
gonale Grundplatte mit sechs langen Schwanzfasern. Die schraubenförmige Proteinstruk-
tur der kontraktilen Schwanzhülle erscheint in TEM-Aufnahmen mit einer Periodizität von
4 nm. Während des Infektionszyklus der T4 setzt sich die T4 auf der Zellmembrane eines
Bakteriums ab, zieht seine kontraktile Schwanzhülle zurück und nutzt eine kanülenartige
Röhre innerhalb der Schwanzhülle, um in die bakterielle Membran einzudringen, DNA zu
injizieren und so letztlich das Bakterium zu infizieren.
In TEM-Proben können T4 in verschiedenen Stadien ihres Infektionszyklus gefunden wer-
den. Obwohl T4 sehr strahlungsempfindlich sind, können TEM-Abbildungen mit einer Ex-
position von bis zu etwa 140 e-/Å2 ohne erkennbare Strahlenschädigung der Probe aufge-
nommen werden. Für die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Experimente am JEOL
JEM-3200 wurde eine Elektronendosis von 8 – 12 e-/Å2 pro TEM-Abbildung verwendet.
Dies ermöglicht die Aufnahme von Bildserien mit bis zu 17 TEM-Aufnahmen bei nur ge-
ringfügigem Verlust von Bildqualität. Dahingegen muss die Elektronendosis für die Auf-
nahme von tomografischen Kippserien mit bis zu 70 Einzelaufnahmen wesentlich geringer
gewählt werden.

6.1.2 Vergleich experimenteller CTEM-Aufnahmen und
Phasenkontrast-TEM-Aufnahmen

Abbildung 6.2 zeigt einen Vergleich von Abbildungen einer in vitrifiziertem Eis eingebette-
ten T4-Probe, die mit CTEM, HFPP-TEM und Zach-PP-TEM bei ∆f ≈ 0 aufgenommen wur-
den. Der schwache T4-Kontrast in der CTEM-Abbildung (siehe Abbildung 6.2a) zeigt kei-
nerlei strukturelle Details und nur die vereinzelten stark streuenden Au-Nanopartikel, die
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6.1 Experimentelle und simulierte TEM-Abbildung von T4

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Bakteriophage T4 [55, 106]. Die T4 besteht aus
einem Kopf mit einem Kragen und einem Schwanz mit einer komplexen Grundplatte. An der
Grundplatte setzen sechs lange Schwanzfasern an. Der Schwanz verfügt über eine kontraktile
Schwanzhülle, die aus einer schraubenförmigen Proteinstruktur besteht.

als Markierungspartikel für die Kryo-Elektronentomografie verwendet werden, sind sicht-
bar. Abbildung 6.2b zeigt eine HFPP-TEM-Abbildung der selben Probenstelle und wurde
mit einer Phasenschiebung von -0,7π aufgenommen. Die T4 zeigen starken Kontrast und
die Struktur ihrer Schwänze mit der Grundplatte, den langen Schwanzfasern und dem Kra-
gen ist deutlich erkennbar. Die meisten T4-Köpfe sind mit DNA gefüllt und weisen einen
gleichmäßigen dunklen Kontrast auf (ein schwarzer Pfeil markiert ein repräsentatives Bei-
spiel in Abbildung 6.2b). Der Kontrast des Kapsids des Kopfes unterscheidet sich nicht
vom Kontrast der gepackten DNA innerhalb des T4-Kopfes. Abgesehen davon haben drei
T4 einen leeren Kopf mit hellerem Kontrast (ein weißer Pfeil markiert ein repräsentatives
Beispiel), was darauf hindeutet, dass sie bereits den Infektionszyklus durchlaufen und die
DNA in ihrem Kopf verloren haben. Für die leeren T4-Köpfe ist die Proteinhülle des Kap-
sids deutlich sichtbar und erscheint als eine Linie mit dunklem Kontrast, die den Kopf um-
randet. Außerdem ist ein heller Halo um die T4-Köpfe sichtbar. Der signifikant verbesserte
Kontrast in der HFPP-Abbildung im Vergleich zur CTEM-Abbildung ist zudem durch einen
deutlich verbesserten Kontrasttransfer im Diffraktogramm der Abbildung 6.2b belegt.
Abbildung 6.2c-f zeigt eine Spannungsserie von Zach-PP-TEM-Abbildungen der gleichen
T4-Probe. Der Abstand zwischen dem Zach-PP-Steg war etwa 600 nm, was nach Gleichung
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2.23 einer Raumfrequenz von 0,019 nm-1 entspricht. Im Zentrum des abgebildeten Proben-
bereichs befinden sich drei T4 (markiert mit einem weißen Pfeil in Abbildung 6.2e) mit
kontrahierten Schwanzhüllen, die die DNA in ihren Köpfen teilweise ausgestoßen haben.
In der unteren linken Ecke befindet sich eine vollständige T4 mit gefülltem Kopf (mar-
kiert mit einem schwarzen Pfeil in Abbildung 6.2e) sowie zwei weitere fragmentierte T4
auf der linken Seite. Abbildung 6.2c zeigt eine Zach-PP-TEM-Abbildung ohne angelegte
Spannung. Der T4-Kontrast erscheint trotzdem verbessert im Vergleich zu den T4 in der
CTEM-Abbildung (siehe Abbildung 6.2a). Es kann außerdem eine kleine negative Phasen-
schiebung von -0.24π gemessen werden, die von einer elektrostatischen Aufladung der
isolierenden Abschirmung im Zach-PP-Steg herrührt. Der Zach-PP-Steg ist bei genauem
Hinsehen im Diffraktogramm in Abbildung 6.2c zu erkennen und der verbesserte Bildkon-
trast ist das Ergebnis eines leicht inhomogenen Kontrasttransfers der mittleren Raumfre-
quenzen. Des Weiteren blockiert der Zach-PP-Steg Elektronen in der BFP und verursacht
SSB-Kontrast für kleine Bildstrukturen in Richtung des Stegs der Zach-PP. Abbildung 6.2d
zeigt eine Zach-PP-TEM-Abbildung des selben Probenbereichs mit einer angelegten Span-
nung von 1 V, was in einer Gesamtphasenschiebung von 0π resultiert. Die positive Span-
nung kompensiert die negative Aufladung des isolierenden Materials im Steg der Zach-PP.
In dieser Abbildung zeigen die T4 minimalen Kontrast und die Schwänze sowie die lan-
gen Schwanzfasern können kaum vom Hintergrund unterschieden werden. Der schwache
Kontrasttransfer ist auch im zugehörigen Diffraktogramm beobachtbar. Ein geringer ver-
bleibender Kontrast kann durch die Anwesenheit des PP-Steges und einem verbleibenden
elektrostatischen Potenzial nahe des Steges erklärt werden. Die Anwendung einer Span-
nung von -1 V (siehe Abbildung 6.2e) generiert eine Phasenschiebung von -0,5π, was zu ei-
nem optimalen Kontrast innerhalb der Zach-PP-Spannungsserie führt. Der Bildkontrast ist
vergleichbar mit dem Kontrast der HFPP-Aufnahme in Abbildung 6.2b (siehe die mit einem
weißen Pfeil markierte T4). Es lässt sich feststellen, dass der Kontrast des Kapsids um den
teilweise entleerten T4-Kopf, der Schwänze und der langen Schwanzfasern signifikant ver-
bessert ist. Eine genaue Betrachtung des Inneren der teilweise entleerten T4-Köpfe offenbart
verbleibende DNA-Stränge innerhalb der Kapside. Im Vergleich zum gleichmäßigen Kon-
trast der gefüllten T4-Köpfe in der HFPP-Aufnahme in Abbildung 6.2b zeigen die gefüllten
T4-Köpfe in Abbildung 6.2e eine leicht variierende Intensität, die von der Orientierung der
T4 zum Zach-PP-Steg abhängt. Die Anwendung einer Spannung von 2 V generiert eine
positive Phasenschiebung von 0,25π (siehe Abbildung 6.2f). Daraus resultiert eine Kon-
trastinversion gegenüber Abbildung 6.2e, die zu hellem Kontrast für die T4-Schwänze, die
Schwanzfasern und die Kapside der entleerten Köpfe führt. Der Kontrast des gefüllten T4-
Kopfes und der Au-Nanopartikel ist in gleicher Weise invertiert. Die Diffraktogramme der
Abbildungen 6.2e,f zeigen abgesehen von den vom Zach-PP-Steg abgedeckten Bereichen
einen starken Kontrasttransfer. Des Weiteren weisen alle Zach-PP-Aufnahmen (siehe Ab-
bildungen 6.2c-f) eine schwach oszillierende Intensität in den Bereichen des amorphen Ei-
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ses auf, welche sich von den abgebildeten Objekten in eine Richtung entlang des Zach-PP-
Steges erstreckt (die Orientierung des Zach-PP-Steges ist im REM-Bild in Abbildung 6.2c
rechts unten zu sehen). Die Intensitätsoszillationen sind in Abbildung 6.2e, die bei optima-
ler Phasenschiebung aufgenommen wurde, nahezu unsichtbar.
Zur weiteren Untersuchung der Kontrastverstärkung und auftretender Artefakte in TEM-
Abbildungen mit HFPP und Zach-PP wurden Bildsimulationen unter vergleichbaren elek-
tronenoptischen Bedingungen und unter Berücksichtigung der jeweiligen PP durchgeführt.
Eine genaue Beschreibung des Simulationsprogramms sowie der verwendeten Objektwel-
lenfunktion und Phasenschiebungsprofile erfolgt in Abschnitt 5.2.2. Der Vergleich zwischen
experimentellen und simulierten Abbildungen wird durch Intensitätslinienprofile gestützt.

Abbildung 6.2: 300 keV CTEM- und PP-TEM-Abbildungen einer in Eis eingebetteten T4-
Probe, aufgenommen mit einer HFPP oder einer Zach-PP bei ∆f ≈ 0, mit zugehörigen
Diffraktogrammen [78]. a) CTEM-Abbildung ohne PP aufgenommen mit einer Elektronen-
dosis von etwa 16 e-/Å2 und b) HFPP-TEM-Aufnahme bei einer Phasenschiebung von -0,7π
und einer Elektronendosis von etwa 12 e-/Å2. c-f) Zach-PP-TEM-Spannungsserie mit c) 0 V
(ϕPP = -0,24 π), d) 1 V (ϕPP = 0 π), e) -1 V (ϕPP = -0,5 π) und f) 2 V (ϕPP = 0,25 π),
aufgenommen bei einer Elektronendosis von etwa 8 e-/Å2. Die Orientierung der Zach-PP in
c-f) ist in c) markiert. Eine repräsentative T4 mit einem mit DNA befülltem Kopf ist mit ei-
nem schwarzen Pfeil und eine T4 mit teilweise entleertem Kopf ist mit einem weißen Pfeil in
b) und e) markiert.
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6.1.3 Kontrastanalyse von experimentellen und simulierten
TEM-Abbildungen mit HFPP

Durch HFPP verursachte Kontrastverstärkung und auftretende Artefakte wurden anhand
von Intensitätslinienprofilen der DNA-gefüllten T4-Köpfe und der 4 nm Periodizität im
Schwanz untersucht. Abbildung 6.3 zeigt eine vergrößerte Ansicht einer T4 in einer CTEM
(siehe Abbildung 6.3a) und einer HFPP-TEM-Aufnahme (-0,7π, siehe Abbildung 6.3b), die
beide bei ∆f ≈ 0 und bei einer Elektronendosis von etwa 12 e-/Å2 aufgenommen wurden.
Intensitätslinienprofile des T4-Kopfes werden in Abbildung 6.3c verglichen. Die schwar-
ze Linie gehört zu der CTEM-Aufnahme in Abbildung 6.3a (die Richtung des Profils ist
mit einem schwarzen Pfeil markiert). Der Kontrast ist sehr schwach, was daran zu erken-
nen ist, dass das Intensitätsprofil keine Stufe am Übergang zwischen Eis und dem T4-Kopf
zeigt. Der stark verbesserte Kontrast des T4-Kopfes in der HFPP-TEM-Aufnahme in Ab-
bildung 6.3b ist charakterisiert durch einen ausgeprägten Intensitätsunterschied zwischen
dem Kopf und dem umgebenden Eis entlang des rosa Linienprofils (die Richtung des Profils
ist mit einem rosa Pfeil in Abbildung 6.3b markiert). Der helle Halo um den T4-Kopf spiegelt
sich in den Maxima an den Abgrenzungen des Kopfes im Linienprofil wieder. Die Ursache
des Halos ist der glatte Gradient des Profils der Phasenschiebung, das durch den gelade-
nen Fleck der HFPP generiert wird [67, 80]. Ein leichter Intensitätsunterschied zwischen
dem rechten und linken Halo-Maximum entstammt einem schwachen Drift des PP-Halters
während der Bildaufnahme [80]. Die geringere Hintergrundintensität des rosa Linienprofils
(siehe Abbildung 6.3c) vom T4-Kopf aus der HFPP-Aufnahme im Vergleich zum Profil der
CTEM-Aufnahme resultiert aus der Streuung von Elektronen im HFPP-Film, die die Ge-
samtintensität leicht reduziert. Die Tatsache, dass die Zach-PP keinen Dünnfilm verwendet,
ist ein Vorteil gegenüber der HFPP.
Während der T4-Kopf mit seinem Durchmesser von 85 nm ein relativ großes ausgedehn-
tes Objekt und möglicherweise kein ideales WPO ist, ermöglicht die 4 nm Periodizität im
Schwanz die Untersuchung der Kontrastverstärkung kleiner Strukturen durch eine HFPP.
Ein Vergleich von Intensitätslinienprofilen entlang des Schwanzes wird in Abbildung 6.3d
für die CTEM-Abbildung (blaue Linie, die Richtung des Profils ist mit einem blauen Pfeil
in Abbildung 6.3a markiert) und die HFPP-Abbildung gezeigt (rote Linie, die Richtung des
Profils ist mit einem roten Pfeil in Abbildung 6.3b markiert). Während die Maxima und
Minima der 4 nm Periodizität des Schwanzes nur sehr schwer im verrauschten Linienpro-
fil aus der CTEM-Abbildung zu erkennen sind, treten sie deutlich im Linienprofil aus der
HFPP-Abbildung hervor.
Die Abbildungen 6.3e,f veranschaulichen Simulationsergebnisse einer HFPP-Abbildung bei
∆f = 0 mit einer maximalen Phasenschiebung von -0,7π entsprechend der experimentel-
len Abbildung, die auf der in Abbildung 5.2a gezeigten Objektwellenfunktion basieren. Die
Abbildung zeigt starken Kontrast für den T4-Kopf und die 4 nm Periodizität im Schwanz.
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Abbildung 6.3: Kontrastverstärkung des Kopfes und Schwanzes einer T4 mittels HFPP-TEM
[78]. a) CTEM-Aufnahme ohne PP und b) HFPP-Aufnahme einer T4 mit einer Phasenschie-
bung von -0,7π (∆f ≈ 0). c) Linienprofile des T4-Kopfes entlang des schwarzen Pfeiles in
der CTEM-Aufnahme in a) und entlang des rosa Pfeiles in der HFPP-Abbildung in b). d)
Linienprofile des T4-Schwanzes entlang des blauen Pfeiles in der CTEM-Aufnahme in a) und
entlang des roten Pfeiles in der CTEM-Aufnahme in b). e) Simulierte HFPP-Abbildung mit
einer Phasenschiebung von -0,7π. f) Simuliertes Intensitätslinienprofil eines T4-Kopfes ent-
lang des rosa Pfeiles in e). Die Grenzen des Kopfes sind mit einer gestrichelten Linie in f)
markiert.

119



6 Abbildung lebenswissenschaftlicher Kryo-Proben mit Zach-PP und HFPP

Die T4-Köpfe sind umgeben von einem hellen Halo, wie er auch im experimentellen Bild
in Abbildung 6.3b beobachtbar ist. Aufgrund des symmetrischen Phasenschiebungspro-
fils der HFPP ist der Kontrast nicht abhängig von der Orientierung der T4. Das Inten-
sitätslinienprofil über den T4-Kopf entlang des rosa Pfeiles in Abbildung 6.3e zeigt die glei-
chen Merkmale wie die experimentellen Daten in Abbildung 6.3c, mit Intensitätsmaxima
an den Abgrenzungen des Kopfes, die zu einem hellen Halo führen.
Die im Kontext mit Abbildung 6.3 gemachten Beobachtungen zeigen, dass die Anwendung
einer HFPP eine Kontrastverbesserung von kleinen und großen Strukturen ermöglicht. Das
Profil der Phasenschiebung erstreckt sich über den kompletten Durchmesser des Nullstrahls
und erzeugt sogar für vergleichsweise kleine Raumfrequenzen eine relative Phasenschie-
bung. Die maximale Objektgröße, die mit Phasenkontrast abgebildet werden kann, ist für
die HFPP nicht durch eine scharfe Cut-on-Frequenz limitiert.

6.1.4 Kontrastanalyse von experimentellen und simulierten
TEM-Abbildungen mit Zach-PP

Die Kontrastformation mit der Zach-PP resultiert aus einer Kombination des graduellen
Phasenschiebungsprofils und der Blockade von Elektronen durch den Steg der Zach-PP,
was zu einem richtungsabhängigen Kontrast des abgebildeten Objekts führt. Die Kontrast-
analyse der Zach-PP-TEM-Abbildungen wird daher in zwei Teilen durchgeführt. Dabei
wird zwischen einer parallelen (siehe Abbildung 6.4) und einer senkrechten (siehe Ab-
bildung 6.5) Orientierung der T4 zum Steg der Zach-PP unterschieden, mit der Intention
eine Richtungsabhängigkeit des generierten Phasenkontrasts zu untersuchen. Abbildung
6.4 zeigt experimentelle (siehe Abbildung 6.4a,c) und simulierte (siehe Abbildung 6.4b,d)
Zach-PP-Abbildungen von einer T4 mit einem DNA-gefüllten Kopf bei ∆f = 0 und mit
dem Zach-PP-Steg in paralleler Orientierung zur T4 (siehe eingefügtes REM-Bild in Abbil-
dung 6.4a,b). Der Abstand zwischen dem Zach-PP-Steg und dem NS beträgt etwa 600 nm,
was einer Raumfrequenz von 0,019 nm-1 entspricht. Eine Spannung von -1 V an der Zach-
PP führt zu einer Phasenschiebung von -0,5π in der Aufnahme in Abbildung 6.4a. Abbil-
dung 6.4c wurde mit einer Spannung von 2 V an der Zach-PP aufgenommen, was in einer
Phasenschiebung von 0,25π resultiert. Um ein detaillierteres Verständnis der Phasenkon-
trastformation zu erhalten, sind entsprechende simulierte Bilder, die auf der Objektwellen-
funktion in Abbildung 5.2a basieren, in Abbildung 6.4b,d dargestellt. Die Verteilung der
Phasenschiebung der Zach-PP wurde analog zu Abbildung 5.2b,c verwendet, wobei gemäß
den experimentellen Bedingungen eine Phasenschiebung von -0,5π und 0,25π für die NS-
Elektronen angenommen wurde. Die experimentellen und simulierten Abbildungen stim-
men gut überein. Abbildung 6.4e zeigt Intensitätslinienprofile über den T4-Kopf, die den
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experimentellen Abbildungen entnommen wurden (siehe den braunen und blauen Pfeil in
Abbildung 6.4a,c). Die entsprechenden Profile der simulierten Bilder werden in Abbildung
6.4f gezeigt. In beiden Diagrammen sind die Abgrenzungen des T4-Kopfes mit schwar-
zen Linien markiert. Die braunen Intensitätsprofile (Phasenschiebung -0,5π) weisen zwei
scharfe Maxima an den äußeren Abgrenzungen des Kopfes auf, die sich in den Bereich des
amorphen Eises erstrecken und als helle Halos in den Abbildungen 6.4a,b auftreten. Dem-
gegenüber ist das blaue Profil (Phasenschiebung 0,25π) invertiert und zeigt zwei scharfe
Minima an den Abgrenzungen (siehe dunkle Halos in den Abbildungen 6.4c,d).
Die Bilder und Intensitätsprofile, die mit der Zach-PP in paralleler Orientierung zur T4
erstellt wurden (siehe Abbildung 6.4), ähneln im Wesentlichen den HFPP-Bildern in Abbil-
dung 6.3. So treten Halos an den äußeren Abgrenzungen des T4-Kopfes sowohl in Zach-
PP- als auch in HFPP-Abbildungen auf. Der Halo in den Zach-PP-Abbildungen kann dem
gaußförmigen Phasenschiebungsprofil der Zach-PP in eine Richtung senkrecht zum Zach-
PP-Steg (siehe Abbildung 5.2c, blaue Linie) zugeschrieben werden, das dem Phasenschie-
bungsprofil der HFPP ähnelt. Im Gegensatz zur HFPP, kann mit der Zach-PP durch Inver-
sion des Vorzeichens ihrer Phasenschiebung eine Intensitätsinversion der Extrema an den
Abgrenzungen des Kopfes induziert werden. Weiterhin ähnelt die Kontrastverstärkung im
T4-Kopf in den Zach-PP-Bildern auf den ersten Blick der Kontrastverstärkung im HFPP-
Bild. Allerdings ist das gaußförmige Phasenschiebungsprofil der Zach-PP vergleichsweise
breit gegenüber dem Phasenschiebungsprofil der HFPP mit einer FWHM von 0,015 nm-1.
Infolgedessen wird in Zach-PP-Abbildungen nicht nur die Phase der NS-Elektronen ge-
schoben, sondern auch die Phase der gestreuten Elektronen in einem bestimmten Raumfre-
quenzband um den NS. Dies reduziert den Phasenkontrast von großen Strukturen aufgrund
der graduellen Abnahme der relativen Phasenschiebung zwischen den ungestreuten und
gestreuten Elektronen. Eine spezifische Cut-on-Frequenz, die die maximale Objektgröße für
die Abbildung mit Phasenkontrast festlegt, kann nicht präzise definiert werden. Im Falle
der Zach-PP handelt es sich vielmehr um einen weichen Cut-on-Frequenzbereich. Unter Be-
trachtung eines Phasenschiebungsprofils wie es in 5.2c dargestellt ist, kann der weiche Cut-
on-Frequenzbereich als ein Raumfrequenzband mit relativen Phasenschiebungen zwischen
0,2π und 0,4π in Bezug auf die NS-Elektronen definiert werden [46]. Bei einem Abstand
von 600 nm zwischen PP-Steg und dem NS und einer Phasenschiebung von -0,5π für die
NS-Elektronen, erstreckt sich der weiche Cut-on-Frequenzbereich senkrecht zum PP-Steg
über Raumfrequenzen zwischen 0,104 und 0,026 nm-1. Dies bedeutet, das die Abbildung
mit Phasenkontrast für periodische oder partikelförmige Objekte mit einer maximalen Pe-
riodizität oder Partikelgröße von 38,5 nm möglich ist. Für kleinere Periodizitäten verstärkt
sich der Phasenkontrast entsprechend. Demzufolge scheint der T4-Kopf zu groß für die
Abbildung mit Phasenkontrast zu sein, sodass der Kontrast des Kopfes von Effekten des
Phasenschiebungsprofils parallel zum Zach-PP Steg hervorgerufen werden dürfte, wie es
im Kontext mit den Abbildungen 6.5 und 6.6 detailliert diskutiert wird. Tatsächlich kann
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Abbildung 6.4: Kontrastverstärkung durch eine Zach-PP, analysiert durch Inten-
sitätslinienprofile über einen T4-Kopf in experimentellen und simulierten Zach-PP-TEM-
Abbildungen für zwei verschiedene Spannungen und mit dem Zach-PP-Steg in paralleler
Orientierung zur T4 [78]. a) Experimentelle und b) simulierte Zach-PP-TEM-Abbildung
mit einer negativen Phasenschiebung von -0,5π (-1 V). c) Experimentelle und d) simulierte
Zach-PP-TEM-Abbildung mit einer positiven Phasenschiebung von 0,25π (2 V). Die Ori-
entierung der Zach-PP ist in a) und b) gezeigt. e,f) Linienprofile über den T4-Kopf aus e)
der experimentellen Zach-PP-Abbildung in a) und c) werden mit den Linienprofilen über den
T4-Kopf aus f) der simulierten Zach-PP-Abbildung in b) und d) verglichen, für Phasenschie-
bungen von -0,5π (braune Linie) und 0,25π (blaue Linie). Die Elektronendosis betrug etwa
8 e-/Å2.
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ein Effekt der Zach-PP bereits in den Abbildungen 6.4a-d an den Intensitätsoszillationen im
Kopf in eine Richtung senkrecht zu den braunen und blauen Pfeilen erkannt werden. Ab-
schließend sei erwähnt, dass durch den Zach-PP-Steg selbst hervorgerufene Artefakte für
die hier beschriebene Orientierung vernachlässigbar sind, da keine Raumfrequenzen durch
den Steg blockiert werden und SSB-Kontrast nicht auftritt.
Die 4 nm Periodizität in den T4-Schwänzen ist deutlich sichtbar in den Simulationen (siehe
Abbildungen 6.4b,d) und tritt mit dunklem Kontrast für negative Phasenschiebung (-0,5π)
und hellem Kontrast für positive Phasenschiebung (0,25π) auf. Für die Raumfrequenzen
des Schwanzes, wie sie durch die grünen gepunkteten Linien in Abbildung 5.2c eingezeich-
net sind, ist ein starker Phasenkontrast zu erwarten. In den experimentellen Bildern (sie-
he Abbildungen 6.4a,c) ist die 4 nm Periodizität hingegen nicht erkennbar, was durch eine
leicht verkippte Orientierung des Schwanzes gegenüber des einfallenden Elektronenstrahls
erklärt werden kann.
Im Folgenden wird auf den Phasenkontrast und Artefakte eingegangen, die im Zusam-

menhang mit der Präsenz des Zach-PP-Steges in der BFP stehen. Zu diesem Zweck wer-
den in Abbildung 6.5 experimentelle und simulierte Bilder einer Zach-PP-Spannungsserie
bei ∆f = 0 gezeigt. Der Zach-PP-Steg ist für alle Bilder in Abbildung 6.5 senkrecht zur
T4 orientiert (siehe eingefügtes REM-Bild in Abbildung 6.5a,b). In den Simulationen wird
nur die T4 im rechten Teil des Bildes betrachtet (siehe Abbildung 6.5b,d,f,h). Abbildung
6.5a repräsentiert eine Aufnahme ohne angelegte Spannung an der Zach-PP. Wie in Zu-
sammenhang mit Abbildung 6.2c beschrieben, kann eine kleine negative Phasenschiebung
von -0,24π gemessen werden, die aus einer unvermeidbaren Aufladung des isolierenden
Materials im Zach-PP-Steg resultiert. In Abbildung 6.5a können Intensitätsvariationen mit
dunklem Kontrast (schwarze Pfeile) und hellem Kontrast (weiße Pfeile) in einem Bereich
etwas außerhalb der T4-Köpfe beobachtet werden, die durch das simulierte Bild in Abbil-
dung 6.5b gut reproduziert werden. Abbildung 6.5c wurde bei einer Spannung von 1 V an
der Zach-PP aufgenommen, was in einer Phasenschiebung von 0π resultiert. Wie bereits
erwähnt, wird die negative Aufladung des isolierenden Materials in der Zach-PP durch die
positive Spannung kompensiert. Durch die Gesamtphasenschiebung von 0π ist das Bild in
Abbildung 6.5 besonders interessant für die Analyse von möglichen Artefakten, die durch
den Zach-PP-Steg selbst hervorgerufen werden. Auch in diesem Fall stimmt das simulierte
Bild in Abbildung 6.5d gut mit dem experimentell erstellten Bild überein.
Genaue Kontrastdetails lassen sich deutlicher in Intensitätslinienprofilen über die T4-Köpfe
visualisieren (rote Pfeile in Abbildung 6.5a,b und blaue Pfeile in 6.5c,d). Abbildung 6.6a
beinhaltet experimentelle Intensitätslinienprofile aus den experimentellen Bildern in 6.5a,c
für eine Phasenschiebung von -0,24π (rote Linie) und 0π (blaue Linie). Die simulierten Pro-
file in Abbildung 6.6b aus den simulierten Bildern in Abbildung 6.5b,d stimmen gut mit
den experimentellen Profilen überein. Ausgeprägte Intensitätsextrema in den Linienprofi-
len sind durch nummerierte grau gepunktete Linien markiert. Die Intensitätsmerkmale in
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Abbildung 6.5: Experimentelle und simulierte Zach-PP-TEM-Abbildungen von in Eis einge-
betteten T4 für verschiedene Spannungen und dem Zach-PP-Steg in senkrechter Orien-
tierung zur T4, wie es in a,b) markiert ist [78]. a,b) Experimentelle und simulierte Zach-PP-
TEM-Abbildungen für eine Spannung von 0 V (-0,24π), c,d) 1 V (0π), e,f) -1 V (-0,5π) und
g,h) 2 V (0,25π). Die Elektronendosis betrug etwa 8 e-/Å2.
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Abbildung 6.6
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Abbildung 6.6: Kontrastverstärkung in Zach-PP-TEM-Aufnahmen eines T4-Kopfes und T4-
Schwanzes mit dem Zach-PP-Steg in senkrechter Orientierung zu der T4, visualisiert
durch Intensitätslinienprofile, die den experimentellen und simulierten Bildern in Abbildung
6.5 entnommen wurden [78]. a) Linienprofile über den T4-Kopf aus den experimentellen
Zach-PP-Abbildungen (siehe rote und blaue Pfeile in Abbildung 6.5a,c) und b) Linienpro-
file aus den simulierten Zach-PP-Abbildungen (siehe rote und blaue Pfeile in Abbildung
6.5b,d) mit einer Phasenschiebung von 0,24π (rote Linien) und 0π (blaue Linien). c) Li-
nienprofile über den T4-Kopf aus den experimentellen Zach-PP-Abbildungen (siehe gelbe
und grüne Pfeile in Abbildung 6.5e,g) und d) Linienprofile aus den simulierten Zach-PP-
Abbildungen (siehe gelbe und grüne Pfeile in Abbildung 6.5f,h) mit einer Phasenschiebung
von -0,5π (gelbe Linien) und 0,25π (grüne Linien). Die Orientierung der Zach-PP ist in a-
d) angegeben. e,f) Intensitätslinienprofile des T4-Schwanzes mit einer Phasenschiebung von
0π von den experimentellen und simulierten Bildern in Abbildung 6.5c,d (grüne Pfeile).
g,h) Intensitätslinienprofile des T4-Schwanzes mit einer Phasenschiebung von -0,5π von den
experimentellen und simulierten Bildern in Abbildung 6.5e,f (orangene Pfeile) und i,j) Inten-
sitätslinienprofile des T4-Schwanzes mit einer Phasenschiebung von 0,25π von den experi-
mentellen und simulierten Bildern in Abbildung 6.5g,h (lila Pfeile). Das braune Linienprofil
in f) gehört zum braunen Pfeil in Abbildung 6.5d, mit dem Zach-PP-Steg in paralleler Ori-
entierung zum T4-Schwanz.

den blauen Profilen (0π Phasenschiebung) in den Abbildungen 6.6a,b offenbaren Artefak-
te, die durch die Präsenz des Zach-PP-Steges entstehen. Markierung 2 in Abbildung 6.6a,b
spiegelt den dunklen Kontrast in der Nähe der unteren Abgrenzung des T4-Kopfes (sie-
he schwarze Pfeile in Abbildung 6.5a-d) wieder, auf welchen ein scharfes Maximum folgt
(Markierung 3). Der Kontrast ist invertiert auf der gegenüberliegenden Seite des T4-Kopfes,
wo ein scharfes Minimum (Markierung 6) an der oberen Abgrenzung des Kopfes von einem
breiten Intensitätsmaximum (Markierung 7) gefolgt ist (weiße Pfeile in Abbildung 6.5a-d).
Es ist anzumerken, dass die Kontrastinversion der Extrema an den Kopf-Abgrenzungen bei
den Bildern in Abbildung 6.4a,c mit dem Zach-PP-Steg in paralleler Orientierung zu der T4
nicht auftritt. Die Kontrastinversion der Extrema kann SSB-Kontrast zugeordnet werden, da
das Raumfrequenzspektrum der Kopfabgrenzungen durch den Zach-PP-Steg unterbrochen
wird. Innerhalb der Köpfe können Intensitätsoszillationen mit einer Periodizität von etwa
38 nm (Markierung 4 und 5 in Abbildung 6.6a,b) beobachtet werden, die sich auch in das
angrenzende Eis, mit abnehmender Intensität (Markierung 1 und 8) und in Richtung des
PP-Steges, ausbreiten. Diese Periodizität korreliert mit dem Abstand zwischen der Spitze
des PP-Steges und dem NS in der BFP (etwa 850 nm/0,027 nm-1, passend zu einer Periodi-
zität von etwa 37 nm). Die leichte Verschiebung der Oszillationen in den roten und blauen
Profilen wird durch die Phasenschiebungsdifferenz von 0,24π zwischen den beiden Ab-
bildungen hervorgerufen. Darüber hinaus zeigen die Simulationen, dass sich die scharfen
Extrema exakt an den Abgrenzungen des Kopfes befinden (siehe die schwarz gestrichelten
Linien in Abbildung 6.6a,b).
Experimentelle und simulierte Bilder für eine Phasenschiebung von -0,5π (-1 V an der Zach-
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PP) werden in den Abbildungen 6.5e,f gezeigt und für eine Phasenschiebung von 0,25π
(2 V an der Zach-PP) in den Abbildungen 6.5g,h. Intensitätslinienprofile über den T4-Kopf
aus den experimentellen Bildern (siehe gelbe und grüne Pfeile in Abbildung 6.5e,g) wer-
den in Abbildung 6.6c gezeigt, für eine Phasenschiebung von -0,5π (gelbe Linie) und für
eine Phasenschiebung von 0,25π (grüne Linie). Die simulierten Linienprofile in Abbildung
6.6d von den Bildern in Abbildung 6.5f,h reproduzieren die experimentellen Daten gut.
Die Merkmale in diesen Profilen stimmen generell mit den Merkmalen der Linienprofile
in Abbildung 6.5a,b überein. Scharfe Intensitätsextrema treten an den gegenüberliegenden
Abgrenzungen des Kopfes auf (Markierung 3 und 6). Die oszillierende Intensität mit einer
Periodizität von 38 nm innerhalb des Kopfes und im umgebenden Eis tritt ebenfalls, ob-
gleich nur mit geringer Intensität, in Abbildung 6.5e auf, die unter optimalen Bedingungen
für die Phasenschiebung (-0,5π) aufgenommen wurde. Die Extrema der 38 nm Periodizität
verschieben sich aufgrund des Vorzeichenwechsels der Phasenschiebung in entgegenge-
setzte Richtungen. Für die große Differenz der Phasenschiebungen von 0,75π resultiert das
nahezu in einer Inversion der gelben und grünen Profile. Die große Differenz der Phasen-
schiebungen in Kombination mit den scharfen Kontrastmerkmalen an den Abgrenzungen
des Kopfes, beeinflusst die Intensität der Extrema. Beispielsweise verschwindet das Inten-
sitätsminimum bei Markierung 2 in den grünen Profilen beinahe vollständig, während das
Maximum bei Markierung 7 intensiver wird (siehe die weißen Pfeile in Abbildung 6.5g,h).
Der entgegengesetzte Effekt kann für die gelben Profile beobachtet werden, welche ein aus-
geprägtes Minimum bei Markierung 2 und ein schwaches Maximum bei Markierung 7 auf-
weisen (siehe die schwarzen Pfeile in Abbildung 6.5e,f).
Es ist anzumerken, dass für Boersch-PP-TEM-Abbildungen numerische Methoden für die
Rekonstruktion von Amplitudeninformationen, die teilweise von der die Elektrode führen-
den PP-Struktur blockiert werden, existieren [65, 66] und auch für Zach-PP-TEM-Abbildun-
gen von WPO anwendbar sind. Mit dieser Technik könnten Artefakte durch den Zach-PP-
Steg reduziert werden und SSB-Kontrast zu full-sideband-Kontrast wiederhergestellt wer-
den.
Die Intensität innerhalb des T4-Kopfes ist hauptsächlich durch die 38 nm Periodizität be-
stimmt, da Objekte mit einer Größe von 85 nm (0,012 nm-1) erwartungsgemäß keine signifi-
kante Phasenschiebung erfahren. Nach Abbildung 5.2c tritt für strukturelle Merkmale mit
dieser Raumfrequenz (gelbe gepunktete Linie) nur eine kleine Phasenänderung in Rela-
tion zu den NS-Elektronen auf. Dessen ungeachtet konnte in dieser Arbeit der Raumfre-
quenzbereich, der mit Phasenkontrast abgebildet werden kann, um einen Faktor von etwa
3 in Richtung kleinere Raumfrequenzen ausgeweitet werden, da die Zach-PP in einer ver-
größerten BFP positioniert wurde. Für einen Abstand von 850 nm zwischen PP-Steg und NS
sowie für eine Phasenschiebung von -0,5π für die NS-Elektronen, deckt der weiche Cut-on-
Frequenzbereich des Phasenschiebungsprofils parallel zum PP-Steg Raumfrequenzen zwi-
schen 0,129 und 0,025 nm-1 ab, was einer Objektgröße von 7,8 bis 40 nm entspricht.
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Es verbleibt die Betrachtung des Kontrastes der 4 nm Periodizität im Schwanz der T4 unter
Berücksichtigung der Intensitätslinienprofile in Abbildung 6.6e-j. Die 4 nm Periodizität des
Schwanzes ist nicht nachteilig vom gegebenen Cut-on-Frequenzbereich betroffen. Die Peri-
odizität des Schwanzes ist in den experimentellen Profilen in Abbildung 6.6e fast nicht zu
erkennen, wie es für eine Phasenschiebung von 0π zu erwarten ist (grüner Pfeil in Abbil-
dung 6.5c). Abbildung 6.6f beinhaltet Linienprofile aus dem simulierten Bild in Abbildung
6.5d mit dem T4-Schwanz in einer Orientierung senkrecht (grüner Pfeil) und parallel (brau-
ner Pfeil) zum Zach-PP-Steg. Die braune Linie in Abbildung 6.6f zeigt einen ausgeprägten
Kontrast des Schwanzes, obwohl keine Phasenschiebung vorliegt. Dies kann SSB-Kontrast
zugeordnet werden, da die Raumfrequenz der 4 nm Periodizität im Schwanz durch den PP-
Steg blockiert wird. Dahingegen ist für das grüne Profil kein Phasenkontrast im Schwanz
erkennbar, was sich mit den experimentellen Daten deckt. Die experimentellen und simu-
lierten Profile in Abbildung 6.6g,h, die aus Abbildung 6.5e,f (orangene Pfeile) extrahiert
wurden, zeigen wie zu erwarten für eine Phasenschiebung von -0,5π einen ausgeprägten
Kontrast für den Schwanz. Zudem fällt der Kontrast des Schwanzes für die positive Phasen-
schiebung mit dem etwas geringeren Betrag von 0,25π (siehe Abbildung 6.6i,j) erwartungs-
gemäß etwas schwächer aus. Die experimentellen Profile zeigen generell einen schwächeren
Kontrast im Vergleich zu den Simulationen, was einem geringen Signal-Rausch-Verhältnis
und einer eventuell ungünstigen Ausrichtung der 4 nm Schwanzstrukturen gegenüber des
einfallenden Elektronenstrahls zugeschrieben werden kann. Der Kontrast von kleinskaligen
Periodizitäten profitiert von SSB-Kontrast, wenn die entsprechenden strukturellen Merk-
male parallel zum Zach-PP-Steg orientiert sind. Es ist außerdem zu bemerken, dass das
simulierte Intensitätslinienprofil des Schwanzes im Falle von SSB-Kontrast (braune Linie
in Abbildung 6.6f) scharfe Maxima zeigt, während echter Phasenkontrast zu einem recht-
eckigen Muster führt, wie es durch die modellierte Objektwellenfunktion gegeben ist. Diese
Beobachtungen demonstrieren eine ausgeprägte Kontrastverstärkung von kleinen Struktu-
ren wie etwa der 4 nm Periodizität im T4-Schwanz, wenn die Phasenschiebung der Zach-PP
auf den optimalen Wert eingestellt wird.

6.2 Kryo-Elektronentomografie von Bakteriophagen T4 mit
Zach-PP und HFPP

Der Vorteil der Kontraststeigerung von PP in elektronentomografischen Rekonstruktionen
einer T4-Probe wird in Abbildung 6.7 und 6.8 demonstriert. Tomografische Kippserien wur-
den bei ∆f ≈ 0 mit einer HFPP (Phasenschiebung -0,7π) und einer Zach-PP (Phasenschie-
bung -0,5π) aufgenommen. Beide tomografischen Kippserien über einen Winkel von 120°
wurden mit Energiefilterung (Schlitzbreite 20 eV) und einer Gesamtelektronendosis von et-
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Abbildung 6.7: Einzelne Schnitte eines Elektronentomogramms und dreidimensionale Seg-
mentierung einer T4-Probe, aufgenommen mit einer a,c) HFPP und b,d) einer Zach-PP bei
∆f ≈ 0 und mit Energiefilter (totale Elektronendosis von etwa 80 e-/Å2) [78].

wa 80 e-/Å2 aufgenommen. Die Rekonstruktion der Tomogramme wurde mit der IMOD-
Software [59] durchgeführt. Für die dreidimensionale Segmentierung wurde das Plug-in

”Trainable Weka Segmentation“für das Programm ”Fiji“[88] verwendet. Die ”Avizo“-Software
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wurde für die Visualisierung der Segmen-
tierung und das Erstellen von Videos benutzt, die in der zugehörigen Veröffentlichung ein-
gesehen werden können [78].
Einzelne Schnitte der Tomogramme sind in 6.7a für die HFPP und in 6.7b für die Zach-PP zu
sehen. Die Schnitte zeigen für beide PP-Typen deutlichen Kontrast für die in Eis eingebette-
ten T4. Wie in den zuvor gezeigten einzelnen TEM-Aufnahmen treten T4 mit DNA-gefüllten
sowie teilweise entleerten Köpfen auf. In den zugehörigen dreidimensionalen Segmentie-
rungen in Abbildung 6.7c für die HFPP und 6.7d für die Zach-PP treten die DNA-gefüllten
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Köpfe als gleichmäßig ausgefüllte Objekte auf, während die Kapside der teilweise entleer-
ten Köpfe nur unvollständig segmentiert werden. Die DNA-gefüllten Köpfe weisen teil-
weise seitlich eine Ausstülpung auf, die als ”missing wedge“-Artefakt aufgrund des relativ
geringen Kippwinkels von 120° identifiziert werden kann [75].
Die Aufsummierungen von drei Scheiben mit 2 nm Dicke aus einer tomografischen Re-
konstruktion einer T4-Probe sind in Abbildung 6.8a (HFPP) und 6.8b (Zach-PP) darge-
stellt. Die Bearbeitung des Bildes erfolgte mit einem anisotropen Diffusionsfilter [97], um
Rauschen ohne den Verlust von signifikanten Bilddetails zu verringern. Beide tomografi-
schen Scheiben zeigen eine T4 mit starkem Kontrast und guter Erkennbarkeit der 4 nm Pe-
riodizität im Schwanz. Das HFPP-Tomogramm enthält einen kleinen Teil eines entleerten
T4-Kopfes (weißer Pfeil in Abbildung 6.8a) mit starkem Kontrast für das T4-Kapsid. Die
DNA-gefüllten T4-Köpfe (ein Beispiel ist mit einem schwarzen Pfeil in Abbildung 6.8a mar-
kiert) zeigen gleichmäßigen dunklen Kontrast in ihrem Zentrum und sind vom typischen
Halo durch das Phasenprofil der HFPP umgeben. Der entleerte T4-Kopf (weißer Pfeil in
Abbildung 6.8b) im Zach-PP-Tomogramm zeigt ebenso starken Kontrast für das Kapsid.
Die schwache oszillierende Intensität innerhalb des Kopfes und in den angrenzenden Be-
reichen des amorphen Eises, die zuvor in den einzelnen Zach-PP-Aufnahmen beobachtet
wurden (siehe Abbildung 6.2 und 6.5), sind nicht beobachtbar, da sie durch die tomografi-
sche Rekonstruktion unterdrückt werden. Die Minima und Maxima an den Abgrenzungen
der Köpfe sind hingegen etwas verstärkt.
Insgesamt sind die tomografischen Kippserien, die mit einer Zach-PP aufgenommen wur-
den, von ähnlicher Qualität wie die HFPP-Tomogramme. Ein wichtiger Vorteil der Zach-PP
bei der Aufnahme von tomografischen Kippserien ist die anpassbare Phasenschiebung. Der
Phasenkontrast hängt von der Phasenschiebung ab, die die Objekte in der Probe auf die
durchlaufende Elektronenwelle induzieren. Mit zunehmendem Kippwinkel ändert sich die
Verteilung der Phasenschiebung durch die Probe aufgrund der geänderten Geometrie und
der zunehmenden Pfadlänge der Elektronen durch die Probe. Von daher ist die Anpass-
barkeit der Phasenschiebung von Vorteil. Während der Aufnahme der Kippserie wurde die
von der Zach-PP induzierte Phasenschiebung durch Überprüfung der Thon-Ringe im Dif-
fraktogramm eines defokussierten live-view-Bildes nachjustiert. Ein Nachjustieren ist nicht
möglich für die HFPP, was in jedem Fall zu einer Änderung des Phasenkontrasts während
der Aufnahme der Kippserie und zu Abweichungen von den optimalen Bedingungen für
die Phasenkontrast-Abbildung führt, insbesondere während der Verkippung.
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6.2 Kryo-Elektronentomografie von Bakteriophagen T4 mit Zach-PP und HFPP

Abbildung 6.8: Einzelne Schnitte eines Elektronentomogramms einer T4, aufgenommen mit
einer HFPP und einer Zach-PP bei ∆f ≈ 0 und mit Energiefilter (totale Elektronendosis
von etwa 80 e-/Å2) [78]. Drei aufsummierte 2 nm dicke Scheiben einer elektronentomografi-
schen Rekonstruktion, ermittelt aus einer tomografischen Kippserie unter Verwendung von
a) HFPP-TEM und b) Zach-PP-TEM.
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7 Kapitel 7

Experimentelle und simulierte
Abbildung materialwissenschaftlicher
Proben mit Zernike-PP mit gradiertem
Lochrand

In diesem Kapitel werden TEM-Experimente mit Zernike-PP vorgestellt, bei denen ein Dickengra-
dient an der Lochkante strukturiert wurde. Ein Vergleich mit konventionellen Zernike-PP wird her-
gestellt, um den Einfluss des Dickengradienten und des damit einhergehenden glatten Phasenschie-
bungsprofils auf die Entstehung von Fringing zu untersuchen. Das Kapitel ist in drei Abschnitte
unterteilt. In Abschnitt 7.1 wird die Auswirkung von dickengradierten Zernike-PP auf Fringing an
einer Grenzfläche zwischen aC und Vakuum untersucht. Abschnitt 7.2 konzentriert sich auf die Ab-
bildung von CNT-Bündeln als ein Beispiel für nanoskalige Objekte und die Analyse des Effekts von
konventionellen und dickengradierten Zernike-PP auf TEM-Abbildungen mit Phasenkontrast.
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7.1 Kontrastanalyse von Fringing in TEM-Abbildungen mit
dickengradierten Zernike-PP von einer
aC/Vakuum-Grenzfläche

Zur Analyse von Fringing wird ein einfaches Testobjekt in Form eines herkömmlichen löch-
rigen aC-Films auf einem TEM-Netz verwendet. Bei geeigneter Vergrößerung wird ein Loch
im aC-Film ausgewählt, um die Entstehung und Ausbreitung der Intensitätsoszillationen
(Fringing) an der Grenzfläche zwischen dem aC-Film und Vakuum zu untersuchen. Abbil-
dung 7.1 zeigt einen Vergleich von Phasenkontrast-TEM-Aufnahmen, die bei ∆f ≈ 0 aufge-
nommen wurden, unter Verwendung einer konventionellen Zernike-PP mit einem Lochra-
dius von 375 nm in Abbildung 7.1a und einer dickengradierten Zernike-PP mit einem in-
neren Lochradius von 375 nm und einem äußeren Lochradius von 500 nm (375/500 nm,
dazwschen befindet sich der Dickengradient) in Abbildung 7.1b. Starke Intensitätsoszilla-
tionen, die von der Kante des aC-Films ausgehen, sind in Abbildung 7.1a zu beobachten.
Abbildung 7.1c zeigt Intensitätslinienprofile entlang des roten Pfeils in Abbildung 7.1a, die
an der gleichen Stelle aus Aufnahmen bei drei verschiedenen Defokuswerten entnommen
wurden. Um das experimentelle Rauschen in den Linienprofilen zu reduzieren, wurden
diese typischerweise über eine Breite von 24 nm gemittelt. Weiterhin wurden alle in die-
sem Kapitel gezeigten Linienprofile auf die mittlere Vakuumintensität in den Abbildun-
gen normiert. Die genaue Position der Grenzfläche ist mit einer schwarzen Linie markiert.
Das rote Profil aus der Aufnahme bei ∆f ≈ 0 verdeutlicht eine asymmetrische Ausbrei-
tung des Fringing, ausgehend von der Grenzfläche, in die aC- und Vakuumbereiche. Das
Profil zeigt deutlich sieben Maxima im Vakuumbereich und fünf Minima im aC-Film, de-
ren Intensitäten mit zunehmender Entfernung von der Filmkante abnehmen. Die Abstände
zwischen einzelnen Maxima oder Minima beträgt etwa 11,5 nm, was einer Raumfrequenz
von 0,087 nm-1 entspricht. Errechnet man die Cut-on-Frequenz der verwendeten Zernike-
PP mit Gleichung 2.23 aus ihrem 350 nm Lochradius, ergibt sich diese zu 0,088 nm-1. Aus
der nahezu vollständigen Übereinstimmung der Cut-on-Frequenz und der Raumfrequenz
der Periodizität des beobachteten Fringing lässt sich schließen, dass die auftretenden In-
tensitätsoszillationen durch die abrupte Kante des Zernike-PP-Loches in der BFP und dem
damit einhergehenden Sprung im Zernike-PP-Phasenschiebungsprofil verursacht werden.
Die gelben und blauen Intensitätsprofile, die bei Defokuswerten von ∆f = -200 nm (gelb)
und ∆f = -500 nm (blau) erstellt wurden, zeigen kaum Unterschiede zum roten Profil
(∆f = 0 nm). Dies deutet darauf hin, dass die typischen Fresnel-Säume an den Objek-
trändern in defokussierten TEM-Aufnahmen von den Intensitätsoszillationen durch die
Zernike-PP überlagert werden. Zumindest für kleine Defokuswerte unterhalb von -500 nm
heben sich die Fresnel-Säume nicht von den Zernike-PP-Fringes ab. Zur Bestätigung dieser
Beobachtung, können die Bildsimulationen im Anhang A.4 herangezogen werden.
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7.1 Fringing in TEM-Abbildungen mit Zernike-PP von einer aC/Vakuum-Grenzfläche

Intensitätsoszillationen können ebenso in der Phasenkontrast-TEM-Aufnahme (∆f ≈ 0)
in Abbildung 7.1b beobachtet werden, welche mit einer dickengradierten Zernike-PP auf-
genommen wurde. Es fällt jedoch auf, dass die Intensitätsoszillationen mit zunehmendem
Abstand von der Grenzfläche schneller abfallen als in Abbildung 7.1a. Dieser Effekt kann
dem Dickengradienten der gradierten Zernike-PP zugeschrieben werden und ist auch an-
hand des roten Intensitätsprofiles in Abbildung 7.1d (∆f ≈ 0) belegt, das entlang des roten
Pfeiles in Abbildung 7.1 entnommen wurde. Das Profil zeigt nur vier Intensitätsmaxima
im Vakuumbereich und drei Intensitätsminima im aC-Film. Die Intensitätsprofile für die
Defokuswerte ∆f = -200 nm (gelb) und ∆f = -500 nm (blau) unterscheiden sich nicht nen-
nenswert vom roten Profil.
Auf der modellierten Objektwellenfunktion der aC/Vakuum-Grenzfläche (siehe Abbildung
5.3a) basierende Bildsimulationen sind in Abbildung 7.1e,f dargestellt (∆f ≈ 0). Für die
Modellierung der Objektwellenfunktion wurde die Dicke des aC-Films der Testprobe an-
hand der Intensitäten einer HAADF-STEM-Aufnahme ermittelt (siehe Abschnitt A.3). In
vergleichbarer Weise wurden die Dickenprofile der Zernike-PP mit dickengradiertem Rand
in Abschnitt 4.3.2 bestimmt, die dann in Abschnitt 5.2.2 in experimentelle Phasenschie-
bungsverteilungen für die Bildsimulation umgerechnet wurden. Das simulierte Bild für ei-
ne konventionelle Zernike-PP mit einem Lochradius von 375 nm in Abbildung 7.1e zeigt
starkes Fringing, während ein schnellerer Abfall der Intensitätsoszillationen in dem simu-
lierten Bild mit einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von 375/500 nm
in Abbildung 7.1f zu sehen ist. Intensitätslinienprofile entlang des roten Pfeils in Abbil-
dung 7.1e,f sind in Abbildung 7.1g,h dargestellt (rote Kurve für ∆f ≈ 0 nm, gelbe und
blaue Kurve für ∆f ≈ -200 nm und ∆f ≈ -500 nm) und stimmen gut mit den experimentel-
len Intensitätsprofilen in Abbildung 7.1c,d überein. Diskrepanzen zwischen den normierten
experimentellen und simulierten Intensitäten in den Linienprofilen können Abweichungen
bei der Berechnung der Streuung in den aC-Filmen der Zernike-PP zugeschrieben werden.
Eine Reduzierung der Intensitätsoszillationen durch eine Zernike-PP mit einem Lochradi-
us von 375/500 nm ist erkennbar, führt aber nicht zum vollständigen Verschwinden des
Fringing, da der Dickenanstieg mit einem Gradienten von 0,128 immer noch sehr ausge-
prägt ist. Der Dickengradient errechnet sich aus dem Quotienten des Dickenanstiegs und
der Breite des Dickengradienten, über die sich der Dickenanstieg erstreckt (siehe Abschnitt
4.3.2). Des Weiteren ist immer noch eine abrupte Stufe von etwa 11 nm beim inneren Radius
des Zernike-PP-Loches im Dickenprofil (siehe Abbildung 4.18g) zu sehen, die zur Entste-
hung von Fringing beiträgt.
In Abbildung 7.2 wird der gleiche Ansatz wie in Abbildung 7.1 angewandt, um die Ent-
stehung von Fringing durch eine konventionelle und zwei dickengradierte Zernike-PP mit
etwas größeren Lochradien und kleineren Dickengradienten, die sich über einen wesentlich
breiteren Bereich erstrecken, zu analysieren. Abbildung 7.2a-c zeigt Phasenkontrast-TEM-
Abbildungen bei ∆f ≈ 0 nm mit einer konventionellen Zernike-PP mit einem Lochradius
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Abbildung 7.1: Experimentelle und simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildung einer aC-
Film/Vakuum-Grenzfläche und zugehörige Intensitätslinienprofile. a,b) Experimentelle
Zernike-PP-TEM-Abbildungen bei ∆f ≈ 0 nm mit a) einer konventionellen Zernike-PP mit
einem Lochradius von 375 nm und b) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochradi-
us von 375/500 nm. c,d) Intensitätslinienprofile entlang des roten Pfeiles in den zugehörigen
experimentellen TEM-Abbildungen a,b). e,f) Simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildungen bei
∆f = 0 nm mit e) einer konventionellen Zernike-PP mit einem Lochradius von 375 nm
und f) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von 375/500 nm. g,h)
Intensitätslinienprofile entlang des roten Pfeiles in den zugehörigen simulierten TEM-
Abbildungen e,f). Die gelben und blauen Intensitätslinienprofile in c,d) und g,h) stam-
men aus dem gleichen Probenbereich in PP-TEM-Abbildungen bei ∆f = -200 nm und
∆f = -500 nm. Die Intensitätsprofile sind auf die mittlere Vakuumintensität normiert.
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von 0,5 µm (siehe Abbildung 7.2a), einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochra-
dius von 0,5/1,5 µm (siehe Abbildung 7.2b) und einer dickengradierten Zernike-PP mit ei-
nem Lochradius von 0,6/1,5 µm (siehe Abbildung 7.2c). Abbildung 7.2a zeigt starke Inten-
sitätsoszillationen, die von der aC/Vakuum-Grenzfläche ausgehen. Durch das rote Inten-
sitätsprofil in Abbildung 7.2d, ermittelt entlang des roten Pfeiles in Abbildung 7.2a, kann
eine Periodizität der Intensitätsoszillationen von etwa 8 nm ermittelt werden, was einer
Raumfrequenz von 0,125 nm-1 entspricht und erwartungsgemäß mit der Cut-on-Frequenz
von 0,117 nm-1 der konventionellen Zernike-PP mit einem Lochradius von 0,5 µm korreliert.
Die relative Intensität der Intensitätsoszillationen in Abbildung 7.2a,d entspricht derjenigen
in Abbildung 7.1a,c und die gleiche Anzahl von Intensitätsmaxima und -minima hebt sich
von der Hintergrundintensität ab. Allerdings verkleinern sich die Abstände zwischen den
sichtbaren Intensitätsoszillationen bei einer Vergößerung des Lochradius der Zernike-PP
von 375 nm auf 500 nm, sodass sich auch die Breite der Bereiche neben der aC/Vakuum-
Grenzfläche verkleinert, in denen überhaupt Intensitätsoszillationen zu erkennen sind.
Die Zernike-PP-TEM-Aufnahme in Abbildung 7.2b, die bei ∆f ≈ 0 nm und mit einer di-
ckengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von 0,5/1,5 µm aufgenommen wurde,
sowie das zugehörige Intensitätslinienprofil in Abbildung 7.2e zeigen eine effiziente Re-
duktion der Intensitätsoszillationen. Diese wird durch den 1 µm breiten Dickengradienten
am Lochrand der Zernike-PP verursacht. Die Intensität des ersten Maximums im Vaku-
umbereich und des ersten Minimums im aC-Film zeigen die gleiche Intensität wie in der
konventionellen Zernike-PP-TEM-Aufnahme (siehe Abbildung 7.2a,d), allerdings sind die
weiteren Oszillationen stark abgeschwächt. Die Reduzierung der Intensitätsoszillationen
ist sogar noch ausgeprägter in der Zernike-PP-TEM-Aufnahme in Abbildung 7.2c und dem
zugehörigen Intensitätsprofil in Abbildung 7.2f, welche mit einer dickengradierten Zernike-
PP mit einem Lochradius von 0,6/1,5 µm erstellt wurden. Durch den etwas größeren inne-
ren Lochradius von 0,6 µm (0,14 nm-1) reduzieren sich die Abstände zwischen den Inten-
sitätsoszillationen erwartungsgemäß auf etwa 6,5 nm (0,15 nm-1). Ein weiterer Grund für
die etwas bessere Reduktion von Intensitätsoszillationen kann anhand der Dickenprofile in
Abbildung 4.18h,i ausfindig gemacht werden. Während das blaue Dickenprofil der Zernike-
PP mit einem Lochradius von 0,5/1,5 µm (siehe Abbildung 4.18h) einen leichten Knick am
inneren Lochradius aufweist, ist dieser im gelben Dickenprofil der Zernike-PP mit einem
Lochradius von 0,6/1,5 µm (siehe Abbildung 4.18i) deutlich schwächer ausgeprägt, was zu
einem glatteren Dickengradienten führt. Die gelben und blauen Profile in den Abbildungen
7.2d-f entstammen TEM-Aufnahmen, die zusätzlich zur fokussierten Aufnahme bei einem
Defokus von ∆f = -200 nm (gelb) und ∆f = -500 nm (blau) erstellt wurden. Auch in die-
sem Fall stimmen die Intensitätsprofile der defokussierten TEM-Aufnahmen im Wesentli-
chen mit dem Intensitätsprofil (rot) der fokussierten TEM-Aufnahme überein.
Die simulierten Zernike-PP-TEM-Abbildungen und Intensitätslinienprofile stimmen gut mit
den experimentellen Daten überein und zeigen stark reduziertes Fringing bei der Anwen-
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dung der dickengradierten Zernike-PP. Starke Intensitätsoszillationen entstehen für die
simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildung und die Intensitätsprofile in Abbildung 7.2g,j, die
mit einer konventionellen Zernike-PP mit einem Lochradius von 0,5 µm erstellt wurden.
Die simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildung und die Intensitätsprofile mit der dickengra-
dierten Zernike-PP mit dem Lochradius von 0,5/1,5 µm in den Abbildungen 7.2h,k zei-
gen stark abgeschwächtes Fringing. Das gilt auch für die Zernike-PP-TEM-Aufnahmen und
die Intensitätslinienprofile mit der dickengradierten Zernike-PP mit dem Lochradius von
0,6/1,5 µm, bei denen ebenfalls die Abstände zwischen den Intensitätsoszillationen auf-
grund des etwas größeren inneren Lochradius von 0,6 µm entsprechend der experimentel-
len Beobachtungen leicht abnehmen. Die gemachten Beobachtungen demonstrieren, dass
ein sich über eine Breite von 1 µm erstreckender Dickengradient die auftretenden Inten-
sitätsoszillationen in Zernike-PP-TEM-Aufnahmen effizient reduziert. Abgesehen von den
asymmetrischen Intensitätsoszillationen direkt an der Kante des aC-Films, sind keine Arte-
fakte mehr wahrnehmbar.
Basierend auf diesen Beobachtungen sollte der Dickengradient möglichst flach verlaufen,
um den Anstieg des Phasenprofils der Zernike-PP so klein wie möglich zu halten. Es sei
jedoch angemerkt, dass zwar ein breiter Dickengradient für die Reduzierung von Artefak-
ten vorzuziehen ist, allerdings ist dabei die Phasenschiebung im Bereich des Gradienten
reduziert und führt für Raumfrequenzen in diesem Bereich zu abgeschwächtem Phasen-
kontrast. Aus diesem Grund kann einer dickengradierten Zernike-PP keine starre Cut-on-
Frequenz wie bei der konventionellen Zernike-PP zugeordnet werden, sondern vielmehr
ein weicher Cut-on-Frequenzbereich, vergleichbar mit einer elektrostatischen Zach-PP [46].
Für dickengradierte Zernike-PP mit einem Lochradius von 375/500 nm liegt der Cut-on-
Frequenzbereich zwischen 0,088 und 0,117 nm-1 und für die dickengradierte Zernike-PP
mit einem Lochradius von 0,5/1,5 µm zwischen 0,117 und 0,3518 nm-1.

7.2 Kontrastanalyse von Fringing in TEM-Abbildungen mit
dickengradierten Zernike-PP von einem CNT-Bündel

In diesem Abschnitt wird eine Anwendung von dickengradierten Zernike-PP für die Pha-
senkontrast-TEM vorgestellt. Als Testobjekte werden Bündel von einwandigen CNT als ein
Beispiel für nanoskalige Objekte verwendet. Die CNT-Bündel (Tōyō Tanso, Osaka, Japan)
wurden durch Laserablation hergestellt. Die CNT wachsen dabei ab einer Temperatur von
200 °C auf einem C-Ni-Katalysator, wenn in der Nähe Graphit durch einen fokussierten
Laserstrahl verdampft wird. Die CTEM-Aufnahme ohne PP in Abbildung 7.3a zeigt CNT-
Bündel, die auf einem aC-Lochfilm (Plano GmbH, D-Wetzlar; Art.-Nr. S147-2) verstreut
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Abbildung 7.2
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Abbildung 7.2: Experimentelle und simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildung einer aC-
Film/Vakuum-Grenzfläche und zugehörige Intensitätslinienprofile. a-c) Experimentelle
Zernike-PP-TEM-Abbildungen bei ∆f ≈ 0 nm mit a) einer konventionellen Zernike-PP
mit einem Lochradius von 0,5 µm, b) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochra-
dius von 0,5/1,5 µm und c) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von
0,6/1,5 µm. d-f) Intensitätslinienprofile entlang des roten Pfeiles in den zugehörigen ex-
perimentellen TEM-Abbildungen a-c). g-i) Simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildungen bei
∆f = 0 nm mit g) einer konventionellen Zernike-PP mit einem Lochradius von 0,5 µm,
h) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von 0,5/1,5 µm und i) einer di-
ckengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von 0,6/1,5 µm. j-l) Intensitätslinienprofile
entlang des roten Pfeiles in den zugehörigen simulierten TEM-Abbildungen g-i). Die gelben
und blauen Intensitätslinienprofile in d-f) und j-l) stammen aus dem gleichen Probenbereich
in PP-TEM-Abbildungen bei ∆f = -200 nm und ∆f = -500 nm. Die Intensitätsprofile sind
auf die mittlere Vakuumintensität normiert.

wurden. Die CNT ragen dabei unter einem schrägen Winkel in den Vakuumbereich eines
Loches. Aus diesem Grund befinden sich die CNT-Bündel auf unterschiedlichen Höhen,
was zu einer Änderung des Defokus für die CNT-Bündel in verschiedenen Bereichen der
Aufnahme führt. Um gleiche Bedingungen für den Defokus in allen TEM-Aufnahmen zu
gewährleisten, wurde zur Einstellung des Defokus das amorphe Material im linken Teil
von Abbildung 7.3a und die Thon-Ringe im zugehörigen live-Diffraktogramm verwendet.
Durch diese Verfahrensweise erscheint das obere CNT-Bündel näherungsweise fokussiert
(markiert durch einen schwarzen Pfeil), während ein anderes CNT-Bündel defokussiert ist
(markiert durch einen weißen Pfeil). Das obere CNT-Bündel (∆f ≈ 0 nm) wird im grünen
Rahmen vergrößert dargestellt. Der rote Pfeil in Abbildung 7.3a markiert die Richtung des
Intensitätslinienprofils in Abbildung 7.3c, in welchem nur die Konturen des CNT-Bündels
zu erkennen sind, während die einzelnen CNT innerhalb des Bündels nicht aufgelöst wer-
den. Intensitätslinienprofile wurden zur Rauschreduzierung über eine Breite von 12 nm ge-
mittelt. Die Einstellung eines Defokus von ∆f = -400 nm (siehe CTEM-Aufnahme in Abbil-
dung 7.3b und Intensitätsprofil in Abbildung 7.3d entlang des blauen Pfeiles in Abbildung
7.3b) führt zu Phasenkontrast und einer klaren Auflösung der einzelnen CNT innerhalb des
Bündels. Die einzelnen CNT treten als äquidistante Extrema mit einem Abstand von etwa
1,6 nm im Intensitätsprofil auf (türkise Striche in Abbildung 7.3d), was gut mit den bereits
veröffentlichten Werten für den Durchmesser von CNT [95] übereinstimmt. Durch die De-
fokussierung entstehen helle Fresnel-Säume an den Rändern des CNT-Bündels (markiert
durch schwarze Pfeile in Abbildung 7.3d). Es sei außerdem erwähnt, dass das CNT-Bündel
mit einem amorphen Material bedeckt ist, welches aC zugeordnet werden kann und im In-
tensitätsprofil in Abbildung 7.3d durch graue Balken markiert ist.
Die experimentellen Phasenkontrast-TEM-Aufnahmen in Abbildung 7.4 wurden wie in 7.3a
bei ∆f ≈ 0 aufgenommen, allerdings unter Verwendung einer konventionellen Zernike-PP
mit einem Lochradius von 375 nm in Abbildung 7.4a und einer dickengradierten Zernike-
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7.2 Fringing in TEM-Abbildungen mit Zernike-PP von einem CNT-Bündel

Abbildung 7.3: CTEM-Aufnahme von einem CNT-Bündel ohne PP und Inten-
sitätslinienprofile. a) CTEM-Aufnahme ohne PP und im Fokus für das mit dem schwarzen
Pfeil markierte CNT-Bündel. Die CNT-Bündel befinden sich auf unterschiedlichen Höhen
und sind dadurch teilweise defokussiert, wie beispielhaft mit einem weißen Pfeil markiert. b)
CTEM-Aufnahme ohne PP und für einen Defokus von ∆f = -400 nm. Ein grüner Rah-
men in a) und ein gelber Rahmen in b) markiert den Bereich, der unter a) bzw. b) in ver-
größerter Ansicht dargestellt wird. c,d) Intensitätslinienprofil über das CNT-Bündel in a)
(roter Pfeil) und d) über das CNT-Bündel in b) (blauer Pfeil). Die schwarzen Pfeile in d) mar-
kieren Fresnel-Säume und die äquidistanten (etwa 1,6 nm) türkisen Striche markieren einzel-
ne CNT innerhalb des Bündels. Die Intensitätsprofile sind auf die mittlere Vakuumintensität
im jeweiligen Bild normiert.
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7 Abbildung materialwissenschaftlicher Proben mit Zernike-PP mit gradiertem Lochrand

PP mit einem Lochradius von 375/500 nm in Abbildung 7.4b. Intensitätslinienprofile ent-
lang des roten und blauen Pfeils sind in Abbildung 7.4c,d gezeigt. Das CNT-Bündel er-
scheint mit deutlich erhöhtem Kontrast in beiden Abbildungen, im Vergleich zur fokus-
sierten Aufnahme ohne PP in Abbildung 7.3a. Der Kontrast innerhalb des CNT-Bündels
erscheint homogen in der ganzen Abbildung und fokussierte bzw. defokussierte Bereiche
können im Gegensatz zur CTEM-Aufnahme in Abbildung 7.3a nicht mit dem Auge unter-
schieden werden. Durch die Zernike-PP verursachte Intensitätsoszillationen breiten sich in
Abbildung 7.4a,b von den CNT-Bündel/Vakuum-Grenzflächen ausgehend mit einer Peri-
odizität entsprechend der Cut-on-Frequenz der Zernike-PP aus. Die Intensitätsoszillationen
fallen in Abbildung 7.4b mit größer werdenden Abständen vom CNT-Bündel etwas schnel-
ler ab. Die vergrößerten Ansichten der CNT-Bündel im grünen Rahmen in Abbildung 7.4a
und im gelben Rahmen in Abbildung 7.4b weisen eine gute Sichtbarkeit der äquidistanten
Intensitätsoszillationen auf, die durch die einzelnen CNT verursacht werden. Die vergrö-
ßerten Ansichten zeigen auch, dass das CNT-Bündel in Abbildung 7.4b einen etwas größe-
ren Durchmesser (1 – 2 nm) hat, was einem Aufwachsen von Kontamination während der
Bildaufnahme zugeordnet werden kann. Das Fringing führt auch zu diffusen hellen und
dunklen Kontrasten innerhalb der CNT-Bündel (siehe Abbildung 7.4a,b und die rosa Pfeile
in den Intensitätsprofilen in Abbildung 7.4c,d), die in Abbildung 7.3a,b, die ohne Zernike-
PP aufgenommen wurden, nicht zu sehen sind.
Die Abbildungen 7.4e,f zeigen entsprechende Bildsimulationen und die Abbildungen 7.4g,h
die zugehörigen Intensitätslinienprofile. Die Bildsimulationen basieren auf der vereinfach-
ten Objektwellenfunktion in Abbildung 5.3b, welche die individuellen CNT innerhalb der
Bündel und die aC-Kontamination nicht berücksichtigt. Trotzdem sind Eigenschaften wie
z.B. der breite helle Fringe im Zentrum des CNT-Bündels sowie die dunklen Fringes an den
CNT-Abgrenzungen gut zu erkennen. Die Simulationen in Abbildung 7.4g,h zeigen auch
einen etwas schnelleren Abfall der Intensitätsoszillationen in größeren Entfernungen vom
CNT-Bündel als die experimentellen Bilder. Die Dämpfung der Intensitätsoszillationen ist
bei Verwendung der dickengradierten Zernike-PP mit dem Lochradius von 375/500 nm nur
geringfügig ausgeprägt.
Eine stärker ausgeprägte Reduzierung von Fringing innerhalb und außerhalb der CNT-

Bündel kann beobachtet werden, wenn dickengradierte Zernike-PP mit größerem Lochra-
dius und einem ausgedehnten Dickengradienten, der sich über 1 µm erstreckt, angewandt
werden (siehe Abbildung 7.5). Abbildung 7.5a zeigt eine Zernike-PP-Aufnahme eines CNT-
Bündels bei ∆f ≈ 0 nm, die mit einer konventionellen Zernike-PP mit einem Lochradius
von 0,5 µm aufgenommen wurde und ausgeprägtes Fringing zeigt. Das Fringing ist stark
abgeschwächt in den Abbildungen, die mit dickengradierten Zernike-PP mit den Lochra-
dien 0,5/1,5 µm und 0,6/1,5 µm (siehe Abbildung 7.5b,e) aufgenommen wurden. Die ver-
größerten Bildbereiche zeigen im Detail den Kontrast innerhalb des CNT-Bündels. Zusätz-
lich zu den Intensitätsoszillationen, die durch die einzelnen CNT verursacht werden, ist ein
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7.2 Fringing in TEM-Abbildungen mit Zernike-PP von einem CNT-Bündel

Abbildung 7.4
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7 Abbildung materialwissenschaftlicher Proben mit Zernike-PP mit gradiertem Lochrand

Abbildung 7.4: Experimentelle und simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildung eines CNT-
Bündels mit konventioneller und dickengradierter Zernike-PP mit schmalem Dickengradien-
ten. a,b) Experimentelle Zernike-PP-TEM-Abbildung mit a) einer konventionellen Zernike-
PP mit einem Lochradius von 375 nm und b) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem
Lochradius von 375/500 nm (∆f ≈ 0 nm). Das grüne und gelbe Rechteck markiert den Be-
reich des CNT-Bündels, der in vergrößerter Ansicht unter a,b) dargestellt ist. c,d) Experimen-
telle Intensitätsprofile c) über das CNT-Bündel in a) (roter Pfeil) und d) über das CNT-Bündel
in b) (blauer Pfeil). e,f) Simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildungen mit e) einer konventionel-
len Zernike-PP mit einem Lochradius von 375 nm und f) einer dickengradierten Zernike-PP
mit einem Lochradius von 375/500 nm (∆f = 0 nm). g,h) Simulierte Intensitätsprofile g)
über ein CNT-Bündel in e) (roter Pfeil) und h) über das CNT-Bündel in f) (blauer Pfeil). Die
rosa Pfeile und die äquidistanten (etwa 1,6 nm) türkisen Balken markieren Artefakte durch
die Zernike-PP und einzelne CNT innerhalb des Bündels. Die Intensitätsprofile sind auf die
mittlere Vakuumintensität im jeweiligen Bild normiert.

Effekt von Fringing innerhalb des CNT-Bündels in der Aufnahme und dem zugehörigen
Intensitätsprofil mit der konventionellen 0,5 µm Zernike-PP (siehe Abbildung 7.5a,c) zu er-
kennen. Es können drei diffuse dunkle und zwei helle Fringes innerhalb des CNT-Bündels
beobachtet werden (siehe die rosa Pfeile in Abbildung 7.5c). Die Periodizität zwischen den
Fringes beträgt wie bei den Abbildungen der aC/Vakuum Grenzfläche (siehe Abbildung
7.2) etwa 8 nm und stimmt daher mit der Cut-on-Frequenz der Zernike-PP überein. Die
vergrößerten Bildbereiche aus Abbildung 7.5b,e und die zugehörigen Intensitätsprofile in
Abbildung 7.5d,f zeigen eine deutliche Reduktion des Fringing, das innerhalb des CNT-
Bündels beinahe vollständig verschwindet. Besonders die Zernike-PP mit dem Lochradius
von 0,6/1,5 µm ermöglicht eine Phasenkontrast-Abbildung, bei der fast kein Fringing auf-
tritt.
Die Beobachtungen an den CNT-Bündeln stimmen mit den Ergebnissen an der aC/Vakuum-
Grenzfläche überein. Die Intensitätsoszillationen innerhalb und außerhalb des CNT-Bündels
korrelieren mit den Cut-on-Frequenzen der verwendeten Zernike-PP. Auch für das CNT-
Bündel zeigt sich die Verwendung einer dickengradierten Zernike-PP mit einem inneren
Lochradius von 0,5 – 0,6 µm und einem äußeren Lochradius von 1,5 µm, was in einem
Dickengradienten von 0,023 – 0,03 resultiert, als sehr gut geeignet für die Reduktion der
Intensitätsoszillationen und zwar sowohl in der näheren Umgebung des abgebildeten Ob-
jekts als auch innerhalb des Objekts selbst. Einzig ein heller Fringe an der Grenzfläche zwi-
schen CNT-Bündel und Vakuum wird nicht wesentlich vom glatten Dickengradienten der
Zernike-PP beeinflusst. Hinsichtlich der CNT-Probe, wird die 1,6 nm Periodizität der ein-
zelnen CNT (0,625 nm-1) nicht vom weichen Cut-on-Frequenzbereich beeinflusst. Allerdings
nimmt der Phasenkontrast von größeren Bildstrukturen mit kleineren Raumfrequenzen in-
nerhalb des weichen Cut-on-Frequenzbereichs, wie beispielsweise vom ausgedehnten CNT-
Bündel, aufgrund der reduzierten relativen Phasenschiebung ab.
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Abbildung 7.5
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7 Abbildung materialwissenschaftlicher Proben mit Zernike-PP mit gradiertem Lochrand

Abbildung 7.5: Experimentelle und simulierte Zernike-PP-TEM-Abbildung eines CNT-
Bündels mit konventioneller und dickengradierter Zernike-PP mit breitem Dickengradienten.
a,b,e) Experimentelle Zernike-PP-TEM-Abbildung mit a) einer konventionellen Zernike-PP
mit einem Lochradius von 0,5 µm, b) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochra-
dius von 0,5/1,5 µm und e) einer dickengradierten Zernike-PP mit einem Lochradius von
0,6/1,5 µm (∆f ≈ 0 nm). Das grüne, gelbe und blaue Rechteck markiert den Bereich des
CNT-Bündels, der in vergrößerter Ansicht unter a,b,e) dargestellt ist. c,d,f) Experimentelle
Intensitätsprofile c) über das CNT-Bündel in a) (roter Pfeil) und d,f) über die CNT-Bündel
in b,e) (blauer Pfeil). Die rosa Pfeile und die äquidistanten (etwa 1,6 nm) türkisen Balken
markieren Artefakte durch die Zernike-PP und einzelne CNT innerhalb des Bündels. Die In-
tensitätsprofile sind auf die mittlere Vakuumintensität im jeweiligen Bild normiert.
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8 Kapitel 8

Zusammenfassung

Die Entwicklung von Phasenplatten (PP) für den Einsatz in der Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM) ist in den letzten Jahren rapide fortgeschritten und hat dabei zu einem
großen Erkenntniszuwachs in vielen Bereichen der Lebenswissenschaften geführt, deren
Untersuchungsobjekte meist nur schwachen Kontrast in konventionellen TEM-Aufnahmen
zeigen. Die PP erzeugen eine relative Phasenschiebung zwischen gestreuten und ungestreu-
ten Elektronen in der hinteren Brennebene der Objektivlinse, wodurch ein starker Phasen-
kontrast für solche Objekte entsteht und zwar ohne die Notwendigkeit einer starken Defo-
kussierung, die zum ungewünschten Verlust von Bildqualität führt. Die erste experimen-
tell realisierte PP war eine Zernike-PP [13]. Sie besteht aus einem Dünnfilm, der die Phase
der gestreuten Elektronen durch sein inneres elektrostatisches Potenzial schiebt, während
die ungestreuten Elektronen im Nullstrahl durch ein mikrostrukturiertes Loch laufen und
unbeeinflusst bleiben. Obwohl die Zernike-PP einfach herzustellen und anzuwenden ist,
stören Fringing-Artefakte, die durch die abrupte Kante am Loch des Filmes verursacht wer-
den, die experimentell erzielbaren Ergebnisse. Deutlich bessere Ergebnisse werden mit der
lochfreien PP (HFPP) erzielt [21, 67]. Sie besteht aus einem nur wenige Nanometer dicken
durchgängigen Film und generiert eine Phasenschiebung für die ungestreuten Nullstrahl-
Elektronen durch einen aufgeladenen Bereich am Ort des Nullstrahls, der sich durch die
Beleuchtung mit dem intensiven Elektronenstrahl aufbaut. Obwohl mit der HFPP beein-
druckende Ergebnisse erzielt werden konnten, bringt sie immer noch einige Nachteile mit
sich. So ist die generierte Phasenschiebung nur indirekt über die Temperatur beeinfluss-
bar und variiert in Abhängigkeit des Nullstrahl-Durchmessers und der Oberflächenchemie
des Dünnfilmes. Mit der elektrostatischen Zach-PP [90], der bisher vielversprechendsten
experimentell umgesetzten elektrostatischen PP, kann dieses Problem umgangen werden.
Sie generiert eine Phasenschiebung durch ein spannungsabhängiges elektrostatisches Po-
tenzial an der Spitze einer feinen Elektrode, die in der Nähe des Nullstrahls positioniert
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8 Zusammenfassung

wird. Die Struktur der Zach-PP wurde in vorangegangenen Arbeiten weitestgehend opti-
miert, sodass Artefakte, die im Zusammenhang mit der Blockierung von Elektronen durch
die Elektrode entstehen, minimiert wurden. Die vorliegende Arbeit befasst sich damit, die
Kontrastentstehung durch die Anwendung von drei unterschiedlichen PP-Typen genauer
zu verstehen und mit Möglichkeiten der Reduktion von Bildartefakten.
Die Herstellung von HFPP erscheint weitestgehend trivial, da sie nur aus einem abflot-
tierten Dünnfilm besteht. Im Gegensatz dazu ist der Herstellungsprozess einer Zach-PP
ein komplexer Prozess. Unter Einhaltung eines Standardverfahrens können jedoch meh-
rere Zach-PP mit geringer Ausschussquote parallel hergestellt werden. Das Standardver-
fahren wurde in dieser Arbeit um einzelne Punkte erweitert. Unter anderem wurde ein
Zach-PP-Design entwickelt, das die Herstellung von drei Zach-PP auf einem einzigen run-
den Chip mit nur 3 mm Durchmesser ermöglicht. Der so designte Chip kann prinzipiell in
herkömmliche Blendenhalter implementiert werden, sofern diese über eine vakuumdichte
Kabeldurchführung für die Spannungsversorgung verfügen.
Die Implementierung von Standard-Zach-PP in ein Transmissionselektronenmikroskop er-
fordert einen geeigneten PP-Halter, welchen man derzeit noch nicht serienmäßig erwerben
kann. Ein PP-Halter für die Implementierung einer Zach-PP und aller Arten von Dünnfilm-
PP wurde basierend auf einem piezobetriebenen Mikromanipulator hergestellt. Zur Imple-
mentierung in ein herkömmliches Philips CM200 Transmissionselektronenmikroskop muss-
ten umfangreiche Anpassungen vorgenommen werden. Für Kryo-TEM-Experimente mit
Zach-PP wurde ein werksseitig vorinstalliertes HFPP-Positionierungssystem an einem JEOL
JEM-3200 für den Einsatz einer Zach-PP modifiziert.
Die Kontraststeigerung einer HFPP und einer Zach-PP in der Phasenkontrast-Kryo-TEM
wurde anhand von experimentellen und simulierten Abbildungen von in Eis eingebetteten
T4-Bakteriophagen (T4) untersucht. Generell konnte gute Übereinstimmung zwischen Ex-
periment und Simulation für realistische Phasenschiebungsprofile der verwendeten PP und
unter Berücksichtigung des ausgedehnten Nullstrahls mit gaußförmigem Intensitätsprofil
erzielt werden.

• Die Phasenschiebungsverteilung einer HFPP wird durch eine Lorentzfunktion, de-
ren Maximum mit dem Nullstrahl zusammenfällt, sehr gut beschrieben. Die Halb-
wertsbreite der Lorentzfunktion ergibt sich aus dem Nullstrahldurchmesser im Beu-
gungsbild. Das in Bezug auf den Nullstrahl symmetrische Phasenschiebungsprofil mit
einem weichen Cut-on-Frequenzbereich verursacht keine richtungsabhängigen Arte-
fakte. Durch den graduellen Abfall der Phasenschiebung um den Nullstrahl tritt ein
diffuser Halo um die abgebildeten Objekte auf. Fringing-Artefakte werden jedoch ver-
mieden, die beim Einsatz der Zernike-PP durch den abrupten Anstieg der Phasen-
schiebung zwischen Loch und Dünnfilm zu Intensitätsoszillationen um die abgebil-
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deten Objekte führen. Das Raumfrequenzspektrum von T4 enthält große und klei-
ne Raumfrequenzen für den T4-Schwanz und den T4-Kopf, die durch die HFPP mit
gut ausgeprägtem Phasenkontrast abgebildet werden. Allerdings wird der Betrag der
Phasenschiebung der HFPP vor allem durch die Temperatur kontrolliert, auf die die
HFPP geheizt wird und die nur mit begrenzter Genauigkeit kontrolliert werden kann.

• Im Gegensatz zur HFPP ermöglicht die Zach-PP eine kontrollierte Einstellung der
Phasenschiebung nach Betrag und Vorzeichen durch die angelegte Spannung. Dies
ermöglicht es, den Kontrast von Objekten zu optimieren, die nicht immer ideale schwa-
che Phasenobjekte sind. Das Design der Zach-PP vermeidet Streuung in der PP und
verhindert damit Dämpfung der Elektronenintensität und Kohärenzverlust, im Ge-
gensatz zur Streuung von Elektronen im dünnen HFPP-Film. Jedoch ist das Phasen-
schiebungsprofil der Zach-PP in Relation zum Nullstrahl asymmetrisch und führt zu
Artefakten, die von der Orientierung der abgebildeten Objekte in Bezug auf die Aus-
richtung des Zach-PP-Steges abhängen. Insbesondere führt die Blockade von Raum-
frequenzen zu einem asymmetrischen ”single-sideband“Kontrast. Fringing-Artefakte
treten jedoch nicht auf, da auch die Zach-PP wie die HFPP durch einen weichen Cut-
on-Frequenzbereich charakterisiert ist. Durch den Einbau einer Zach-PP in ein Trans-
missionselektronenmikroskop, in dem die Zach-PP in ein vergrößertes Beugungsbild
implementiert wurde, konnte der Cut-on-Frequenzbereich zu kleineren Raumfrequen-
zen hin verschoben werden und größere Objekte bis zu einer Größe von bis zu ca.
40 nm mit ausgeprägtem Phasenkontrast abgebildet werden. Eine problematische un-
gewollte Aufladung des Zach-PP-Steges konnte in den Experimenten durch konse-
quentes Heizen während des Betriebs vermieden werden.

Eine elektrostatische Zach-PP wurde erstmals für die Kryo-Elektronentomografie verwen-
det und mit Ergebnissen von der Tomografie mit HFPP verglichen.

• Die Qualität der rekonstruierten Tomogramme ist für beide PP ähnlich, da orientie-
rungsabhängige Artefakte in Zach-PP-Abbildungen während des Rekonstruktions-
prozesses weitestgehend unterdrückt werden. Die anpassbare Phasenschiebung der
Zach-PP ist vorteilhaft, da die Phasenschiebung während der Aufnahme einer Kipp-
winkelserie konstant gehalten werden kann, trotz der Änderung der projizierten Pro-
bendicke.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, Fringing-Artefakte beim Einsatz von konventionellen
Zernike-PP zu reduzieren, die durch den abrupten Anstieg der Phasenschiebung zwischen
Loch und Dünnfilm zustande kommen. Dazu wurden Zernike-PP mit einer gradierten Di-
ckenzunahme des Dünnfilms am Lochrand mit Hilfe einer benutzerdefinierten Routine für
die Strukturierung mit einem fokussierten Ionenstrahl hergestellt. Experimentelle und si-
mulierte Abbildungen mit unterschiedlich breiten dickengradierten Bereichen wurden mit

149



8 Zusammenfassung

Abbildungen mit einer konventionellen Zernike-PP verglichen. Die Phasenschiebungspro-
file am Lochrand wurden experimentell mittels quantitativ bestimmter Dickenprofile aus
Dunkelfeld-Rastertransmissionselektronenmikroskopie Abbildungen ermittelt.

• Zur Untersuchung der Ausprägung von Fringing-Intensitätsoszillationen in Abbil-
dungen wurde die Grenzfläche zwischen einem amorphem Kohlenstofffilm (aC) und
Vakuum untersucht. Experimentelle und simulierte Bilder der aC/Vakuum-Grenzflä-
che stimmen generell gut überein. TEM-Aufnahmen mit konventioneller Zernike-PP
zeigen starke Intensitätsoszillationen, die sich von der Grenzfläche in den Vakuumbe-
reich und den aC-Film ausbreiten. TEM-Abbildungen mit dickengradierten Zernike-
PP zeigen eine deutliche Reduktion der Intensitätsoszillationen. Für PP mit einem
Lochradius von 0,6 µm und einem sich daran anschließenden 0,9 µm breiten Dicken-
gradienten wird Fringing nahezu vollständig unterdrückt. Allerdings resultiert aus
dem Dickenprofil auch eine Abschwächung der Phasenschiebung im entsprechenden
Raumfrequenzbereich.

• Als Beispiel für nanostrukturierte Objekte wurden Bündel aus Kohlenstoff-Nanoröh-
ren (CNT-Bündel) mit dickengradierten Zernike-PP untersucht. Auch bei diesen Ob-
jekten bestätigt sich die Reduktion von Fringing durch die Anwendung der dicken-
gradierten Zernike-PP sowohl in den Vakuumbereichen um die CNT-Bündel als auch
in den Bündeln selbst. Trotz des Dickengradienten, der die fest vorgegebene Cut-on-
Frequenz der konventionellen Zernike-PP in einen Cut-on-Frequenzbereich umwan-
delt, lässt sich die Periodizität der einzelnen CNT innerhalb des Bündels gut sichtbar
mit Phasenkontrast abbilden.
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A Anhang

A.1 Technische Zeichnungen von Halterplättchen für PP

Abbildung A.1: Technische Zeichnungen der Halterplättchen für die PP-Halter des
JEOL JEM-3200 zur Aufnahme einer Dünnfilm-PP (Durchmesser 2 mm) und einer Zach-
PP. a) Kurzes Halterplättchen (Länge 30,5 mm) für den PP-Halter in der normalen BFP und
b) langes Halterplättchen (Länge 44,5 mm) für den PP-Halter in der vergrößerten BFP. Die
Halterplättchen wurden aus Ti gefertigt. Die Maßangaben sind in Millimeter.
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A.1 Technische Zeichnungen von Halterplättchen für PP

Abbildung A.2: Technische Zeichnungen der Halterplättchen für die PP-Halter des
JEOL JEM-3200 zur Aufnahme einer Dünnfilm-PP (Durchmesser 2 mm) und einer Blen-
de (Durchmesser 2 mm). a) Kurzes Halterplättchen (Länge 30,5 mm) für den PP-Halter in
der normalen BFP und b) langes Halterplättchen (Länge 44,5 mm) für den PP-Halter in der
vergrößerten BFP. Die Halterplättchen wurden aus Ti gefertigt. Die Maßangaben sind in
Millimeter.
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Abbildung A.3: Technische Zeichnungen der Halterplättchen für die PP-Halter des
JEOL JEM-3200 zur Aufnahme einer Dünnfilm-PP (Durchmesser 3,05 mm) oder einer Blen-
de (Durchmesser 3 mm). a) Kurzes Halterplättchen (Länge 30,5 mm) für den PP-Halter in
der normalen BFP und b) langes Halterplättchen (Länge 44,5 mm) für den PP-Halter in der
vergrößerten BFP. Die Halterplättchen wurden aus Ti gefertigt. Die Maßangaben sind in
Millimeter.
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A.1 Technische Zeichnungen von Halterplättchen für PP

Abbildung A.4: Technische Zeichnungen der Halterplättchen für die PP-Halter des
JEOL JEM-3200 zur Aufnahme einer Zach-PP. a) Kurzes Halterplättchen (Länge 30,5 mm)
für den PP-Halter in der normalen BFP und b) langes Halterplättchen (Länge 44,5 mm) für
den PP-Halter in der vergrößerten BFP. Die Halterplättchen wurden aus Ti gefertigt. Die
Maßangaben sind in Millimeter.
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Abbildung A.5: Technische Zeichnung eines Halterplättchens für den PP-Halter des
Philips CM200 zur Aufnahme zweier Dünnfilm-PP (Durchmesser 3,05 mm) und einer
Zach-PP. a) Halterplättchen in der Grundform und b) Halterplättchen mit einseitig ver-
schmälertem Rand für den abwechselnden Einsatz mit einer Objektivblende. Das Halter-
plättchen wurde aus Ti gefertigt. Die Maßangaben sind in Millimeter.
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A.1 Technische Zeichnungen von Halterplättchen für PP

Abbildung A.6: Technische Zeichnung eines thermisch getrennten Halterplättchens für den
PP-Halter des Philips CM200 zur Aufnahme zweier Dünnfilm-PP (Durchmesser 3,05 mm)
und eines Pt1000-Widerstandes [81]. Die vordere Komponente des Halterplättchens wurde
aus Ti gefertigt und die hintere Komponente aus Teflon. Die beiden Komponenten werden
mit zwei Schrauben verbunden. Die Maßangaben sind in Millimeter.
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A.2 Parameter für die Bildsimulation mit PPSim

Die nachfolgende Tabelle enthält die Mikroskopparameter, die zur Bildsimulation mit dem
Matlab-Programm ”PPSim“[78] verwendet wurden:

Tabelle A.1: Mikroskopparameter für die Bildsimulation mit PPSim für das JEOL JEM-3200
und das Philips CM200 [78].

Parameter
JEOL JEM-3200

(HFPP/Zach-PP)
Philips CM200 Zernike-PP
(konventionell/gradiert)

Beschleunigungsspannung U 300 kV 200 kV
Semikonvergenzwinkel β0 0,4 mrad 0,2 mrad

Grenzfrequenz uG

(Aperturradius)
3 nm-1 6 nm-1

Focal spread δ 8 nm 6,5 nm
Brennweite fOL 5 mm/15,8 mm 1,7 mm
Konstante der

sphärischen Aberration CS
5 mm/5,2 mm 1,2 mm

Defokuswert ∆f 0 nm 0 nm
Phasenschiebung ϕPP -0,7π/-0,5;-0,24;0;0,25π 0,567π
Cut-on-Frequenz uC /

Lochradius R
— 375;500 nm/—

FWHM HFPP σHFPP 150 nm —
MIP VMIP nicht benötigt 9 V für aC

NS-Durchmesser 100 nm/300 nm 50 nm
Größe der Wellenfunktion

(Pixel · Pixelgröße)
2048 · 0,207 nm = 424 nm 2048 · 0,2 nm = 410 nm
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A.3 Bestimmung des Dickenprofils einer
aC/Vakuum-Grenzfläche

Das Dickenprofil einer aC-Film/Vakuum-Grenzfläche wurde mittels Niederenergie-STEM
bestimmt. Im Gegensatz zur Bestimmung der Dickenprofile der gradierten Zernike-PP (sie-
he Abschnitt 4.3.2), war in diesem Fall kein Referenzwert für die Dicke verfügbar. Des-
wegen wurde die lokale Dicke der aC-Testprobe über einen Vergleich der HAADF-STEM-
Intensität eines experimentellen Bildes mit simulierten Intensitäten, die mit Monte-Carlo-
Simulationen (NISTMonte Softwarepaket [84]) erstellt wurden, verglichen. Eine detaillierte
Beschreibung der Prozedur kann [98] entnommen werden. Eine 30 keV BF-STEM-Aufnahme
des aC-Filmes ist in Abbildung A.7a gezeigt und eine HAADF-STEM-Aufnahme in A.7b.
Für die Materialdichte des aC wird ein Wert von ρ = 1,75 g/cm3 angenommen, was gut
mit einem MIP von 9 V übereinstimmt [100]. Der Vergleich zwischen experimentellen und
simulierten HAADF-STEM-Intensitäten ergibt eine mittlere Dicke von etwa 10 nm für den
aC-Film. Ein Dickenprofil entlang des roten Pfeiles in Abbildung A.7b ist in Abbildung
A.7c dargestellt. Das Dickenprofil offenbart einen glatten Dickenanstieg über eine Breite
von etwa 5 nm bis die maximale Filmdicke von 10 nm erreicht wird. Die Breite des Über-
gangsbereichs variiert zwischen 2 und 5 nm für unterschiedliche Stellen an der Kante des
aC-Filmes. An manchen Stellen ist die Kante des aC-Films leicht aufgerollt, was zu größeren
Dicken von etwa 22 nm führt (siehe heller Kontrast in Abbildung A.7b).

Abbildung A.7: 30 keV STEM-Abbildung und Dickenprofil eines aC-Lochfilmes. a) BF-
Abbildung und b) HAADF-Abbildung eines aC-Lochfilmes an der Grenzfläche zwischen
aC-Film und Vakuumbereich. c) Dickenprofil entlang des roten Pfeiles in b) zeigt eine
gleichmäßige Dickenzunahme über einen Bereich von etwa 5 nm.
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A Anhang

A.4 Simulation von CTEM-Aufnahmen einer
aC/Vakuum-Grenzfläche

Um den Einfluss von Fresnel-Säumen an der aC/Vakuum-Grenzfläche in defokussierten
CTEM-Abbildungen zu untersuchen, wurden Bildsimulationen bei einem Defokuswert von
∆f = 0 nm (siehe Abbildung A.8a) und ∆f = -500 nm (siehe Abbildung A.8b) erstellt,
basierend auf der modellierten Objektwellenfunktion mit einem 2 nm breiten Übergangs-
bereich zwischen Vakuum und aC-Film (siehe Abbildung 5.3a). Es können keine Fresnel-
Säume an der aC/Vakuum-Grenzfläche in der fokussierten Abbildung in A.8a beobachtet
werden, was auch vom Intensitätslinienprofil in Abbildung A.8c entlang des roten Pfei-
les in Abbildung A.8a belegt wird. Im Gegensatz dazu tritt ein heller und ein dunkler
Fresnel-Saum bei ∆f = -500 nm (siehe Abbildung A.8b) auf, was auch im zugehörigen
Intensitätslinienprofil zu sehen ist (siehe Abbildung A.8d). Im Übergangsbereich zwischen
aC-Film und Vakuum tritt eine sehr schwache Intensitätsoszillation auf. Es sei angemerkt,
dass die Intensität der Fresnel-Säume bei betragsmäßig zunehmendem Defokuswert zu-
nimmt. Allerdings sind die Intensitäten der Fresnel-Säume bei den hier betrachteten De-
fokuswerten von ∆f ≤ -500 nm vergleichsweise schwach im Vergleich zum ersten Maxi-
mum/Minimum der Artefakte im Vakuum-/aC-Bereich in der Zernike-PP-Aufnahme in
Abbildung 7.1 und werden deshalb größtenteils überlagert.

160



A.4 Simulation von CTEM-Aufnahmen einer aC/Vakuum-Grenzfläche

Abbildung A.8: Simulierte CTEM-Abbildungen einer aC/Vakuum-Grenzfläche und zu-
gehörige Intensitätslinienprofile. a) Simulierte CTEM-Abbildung bei ∆f = 0 nm. b) Simu-
lierte CTEM-Abbildung bei einem Defokus von ∆f = -500 nm. c,d) Intensitätslinienprofile
c) entlang des roten Pfeiles in der zugehörigen simulierten CTEM-Abbildung in a) (∆f =
0 nm) und d) entlang des blauen Pfeiles in der zugehörigen simulierten CTEM-Abbildung
mit einem Defokus von ∆f = -500 nm in b). Die Intensitätslinienprofile sind auf die mittlere
Vakuumintensität in der entsprechenden Abbildung normiert.
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kuum-Grenzfläche und zugehörige Intensitätslinienprofile. . . . . . . . . . . . 139

7.3 CTEM-Aufnahme von einem CNT-Bündel ohne PP und zugehörige Inten-
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3200 zur Aufnahme einer Dünnfilm-PP und einer Blende. . . . . . . . . . . . . 153

A.3 Technische Zeichnungen der Halterplättchen für die PP-Halter des JEOL JEM-
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[1] E. Abbe. Beiträge zur Theorie des Mikroskops und der mikroskopischen Wahrneh-
mung. Archiv für Mikroskopische Anatomie, 9(1):413–468, 1873. ISSN 0176-7364. doi:
10.1007/BF02956173. 1

[2] H. Alexander. Physikalische Grundlagen der Elektronenmikroskopie. Teubner Stu-
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[102] A. Weickenmeier, W. Nüchter, und J. Mayer. Quantitative characterization of point
spread function and detection quantum efficiency for a YAG scintillator slow scan
CCD camera. Optik, 99:147–154, 1995. 25

[103] D. Willasch. High resolution electron microscopy with profiled phase plates. Optik,
(44):17–36, 1975. 14

[104] D. B. Williams und C. B. Carter. Transmission Electron Microscopy: A Textbook for Mate-
rials Science. Springer, New York, 2. edition, 2009. 5, 8, 18, 20, 21

[105] M. L. Yap und M. G. Rossmann. Structure and function of bacteriophage T4. Future
microbiology, 9(12):1319–1327, 2014. doi: 10.2217/fmb.14.91. 114

[106] M. L. Yap, T. Klose, F. Arisaka, J. A. Speir, D. Veesler, A. Fokine, und M. G. Rossmann.
Role of bacteriophage T4 baseplate in regulating assembly and infection. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 113(10):2654–2659,
2016. doi: 10.1073/pnas.1601654113. 115

[107] F. Zernike. Phase contrast, a new method for the microscopic observation of transpa-
rent objects. Physica, 9(7):686–698, 1942. ISSN 00318914. doi: 10.1016/S0031-8914(42)
80035-X. 1, 28

179





Liste der Veröffentlichungen
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trostatic Zach phase plates for transmission electron microscopy: Status and future
investigations. 43rd MSC Annual Meeting 2016, Edmonton (AB), Kanada, 07. – 10. Juni
2016.

181



Literaturverzeichnis

• M. Obermair, S. Hettler, M. Dries, und D. Gerthsen. Electrostatic Zach Phase Plates
for Transmission Electron Microscopy: Status and Future Investigations. Microscopy &
Microanalysis 2017, St. Louis (MO), USA, 06. – 10. August 2017. Microscopy and Micro-
analysis, 23(S1):828–829, 2017. doi: 10.1017/S1431927617004809.

• S. Hettler, P. Hermann, M. Dries, M. Obermair, D. Gerthsen, und M. Malac. Conta-
mination and Charging of Amorphous Thin Films Suitable as Phase Plates for Phase-
Contrast Transmission Electron Microscopy. Microscopy & Microanalysis 2017, St. Louis
(MO), USA, 06. – 10. August 2017. Microscopy and Microanalysis, 23(S1):830–831, 2017.
doi: 10.1017/S1431927617004810.

• M. Dries, M. Obermair, S. Hettler, P. Hermann, K.Seemann, F. Seifried, S. Ulrich, und
D. Gerthsen. Thin-film phase plates for transmission electron microscopy fabricated
from metallic glass alloys. Microscopy Conference 2017, Lausanne, Schweiz, 21. – 25.
August 2017. Proceedings, IM7.003:761–762, 2017.

• S. Hettler, M. Dries, P. Hermann, P. Hermann, M. Obermair, D. Gerthsen, und M. Ma-
lac. Contamination and charging of amorphous thin films in a transmission electron
microscope. Microscopy Conference 2017, Lausanne, Schweiz, 21. – 25. August 2017.
Proceedings, IM7.P003:771–773, 2017.

• M. Obermair, S. Hettler, C. Hsieh, M. Marko, und D. Gerthsen. Maximizing contrast in
cryo-transmission electron microscopy with physical phase plates. Q-Sort Conference
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• Transmissionselektronenmikroskope

JEOL JEM-3200 Transmissionselektronenmikroskop JEOL JEM-3200FSC/PP
FEG, 100, 200 und 300 kV, Ω-Energiefilter
4K K2 Summit direct detection camera (Gatan, Pleasanton, CA,
USA)
4k CCD-Kamera (TVIPS, D-Gauting)
JEOL, Akishima, Japan

Philips CM200 Transmissionselektronenmikroskop Philips CM200 FEG/ST
FEG, 200 kV
4k CCD-Kamera (TVIPS, D-Gauting)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA

• Rasterelektronenmikroskope, FIB und Lichtmikroskope

Zeiss Gemini 1540 Rasterelektronenmikroskop Zeiss Gemini 1540
FEG, bis zu 30 kV, SE- und In-Lens- Detektor
EDXS Noran System Six (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Carl Zeiss GmbH, D-Oberkochen

Zeiss Supra 55VP Rasterelektronenmikroskop Zeiss Supra 55VP
FEG, bis zu 30 kV, SE- und In-Lens-Detektor
ESL-Einheit Raith Elphy Plus (Raith GmbH, D-Dortmund)
Carl Zeiss GmbH, D-Oberkochen

Zeiss XBeam 1540 Rasterelektronenmikroskop mit integrierter FIB Zeiss XBeam 1540
FEG und Ga-Quelle, bis zu 30 kV, SE- und In-Lens- Detektor
ESL-Einheit Raith Elphy Plus (Raith GmbH, D-Dortmund)
Carl Zeiss GmbH, D-Oberkochen

FEI Strata 400 Rasterelektronenmikroskop mit integrierter FIB FEI Strata 400
FEG und Ga-Quelle, bis zu 30 kV, SE- und Through-Lens-Detektor
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA
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FEI Helios G4 FX Rasterelektronenmikroskop mit integrierter FIB FEI Helios G4 FX
FEG und Ga-Quelle, bis zu 30 kV, SE- und Through-Lens-Detektor
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA

Zeiss Axio Lichtmikroskop Zeiss Axio Imager.M1m
Carl Zeiss GmbH, D-Oberkochen

Zeiss Stemi Stereolupe Zeiss Stemi SV11
Carl Zeiss GmbH, D-Oberkochen

• Mikrofabrikation und Sonstiges

Lesker PVD75 Elektronenstrahlverdampfer Lesker PVD75
Kurt J. Lesker Company, Hastings, UK

Cressington 108 Kohlenstoffbeschichter Cressington 108carbon/A
Cressington Scientific Instruments Ltd, Watford, UK

Denton Desktop Turbo Kohlenstoffbeschichter Denton Desktop Turbo
Denton Vacuum, Moorestown, NJ, USA

Bal-Tec MED 020 Kohlenstoffbeschichter Baltec MED 020
Leica Mikrosysteme GmbH, D-Wetzlar

Oxford Plasmalab 80 PECVD-Anlage Oxford Plasmalab 80 Plus
Oxford Instruments plc, Abington, UK

Sentech Si 220 RIE-Anlage Sentech Si 220
Sentech Instruments GmbH, D-Berlin

Lackschleuder Lackschleuder Polos Spin150i
SPS-Europe B.V., Putten, Niederlande

HIMT DWL 66 Maskenschreiber HIMT DWL 66
Heidelberg Instruments Mikrotechnik GmbH, D-Heidelberg

Süss MA6 Maskenausrichter Süss MA6
Süss MicroTec SE, D-Garching

Plasmareiniger Plasmareinigungsquelle Pico mit O2

Diener electronic GmbH & Co.KG, D-Ebhausen
Keithley SM 2400 Präzisionsspannungsquelle

Keithley, Cleveland, OH, USA
Kleindiek MM3A-EM Piezogetriebenes Mikropositionierungssystem Kleindiek

MM3A-EM
Kleindiek Nanotechnik GmbH, D-Reutlingen
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Chemikalien und Materialien

aC Amorpher Kohlenstoff (Amorphous Carbon)
Ag Silber
Al Aluminium
Al2O3 Aluminiumoxid
Au Gold
AZ 726 MiF AZ®726 metallionenfreier (MIF) Entwickler

Merck Performance Materials GmbH, D-Wiesbaden

C Kohlenstoff
CHF 3 Fluorchlorkohlenwasserstoff
Cr Chrom
Cu Kupfer

E-Solder 3021 Leitfähiger 2-Komponentenklebstoff auf Epoxid- und
Ag-Basis
Epoxy Produkte GmbH, D-Absberg

LaB6 Lanthanhexaborid

G1-Epoxykleber Nicht-leitfähiger Klebstoff auf Epoxid-Basis
Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA

Ga Gallium
Glimmer Mineralgruppe aus den Schichtsilikaten

Plano GmbH, D-Wetzlar; Art.-Nr. 54

H2O Wasser
H2O2 Wasserstoffperoxid
HCl Salzsäure
HClO4 Perchlorsäure
He Helium
HNO3 Salpetersäure
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Chemikalien und Materialien

IPA Isopropanol

K Kalium
KOH Kaliumhydroxid

MF-319 Developer Organisches Lösungsmittel
Rohm and Haas Electronic Materials LLC, Marlborough, MA,
USA; Microposit™MF™-319 Developer

MIBK C6H12O - Isobutylmethylketon (Rotipuran®≥ 99%, p.a.)
Carl Roth GmbH + Co. KG, D-Karlsruhe; Art.-Nr. 0338

N2 Stickstoff
Ni Nickel
(NH4) 2 [Ce (NO3) 6] Ammoniumcernitrat

O2 Sauerstoff

Pb Blei
PMMA 950K Polymethylmethacrylat gelöst in Ethyllactat
Pt Platin

Remover 300-70 Organisches Lösungsmittel
Allresist GmbH, D-Strausberg; Art.-Nr. AR 300-70

Si Silizium
Si3N4 Siliziumnitrid
SiO2 Siliziumdioxid
SiH4 Silan
Silberleitkleber 8331 Leitfähiger 2-Komponentenklebstoff auf Epoxid- und

Ag-Basis
M.G. Chemicals, Ontario, Kanada

Ti Titan
TI 35ES Fotolack TI 35ES

MicroChemicals GmbH, D-Ulm

C4H6O6U Uranylacetat
Kontrastmittel zur Kontrastierung biologischer Proben

W Wolfram
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An dieser Stelle möchte ich mich bei allen bedanken, die zum Gelingen dieser Dissertation
am Laboratorium für Elektronenmikroskopie (LEM) des Karlsruher Instituts für Technolo-
gie (KIT) beigetragen und mir während der Anfertigung mit Rat und Tat zur Seite gestanden
haben.
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