spot

der einzelnen Kristallite geht
natiirlich die Winkelinformation
beziiglich der Netzebhenen verlo-
ren. Die Rontgenpulverdiffraktion
eignet sich deshalb nur in selte-
nen, eher einfachen Fallen fiir
vollstandige Strukturaufklarun-
gen; sie wird dann zur Struktur-
aufklarung herangezogen, wenn
es nicht gelingt, geeignete Ein-
kristalle zu ziichten. Die Rént-
genpulvermethode kommt zum
Einsatz bei der Unterscheidung
von Kristallmodifikationen, bei
der Identifikation von Substan-
zen und Substanzgemischen so-
wie flir Aussagen {iber den Kri-
stallisationszustand einer Probe,
alles Eigenschaften, die so ohne
die aufwendigen Messungen an
einem Einkristall bestimmt wer-
den kdnnen.

Bleibt ein Lepramedikament
stahil?

Dass eine Substanz in mehreren
Kristallmodifikationen auftreten
kann, ist eine haufige Erschei-
nung, die als Polymorphie be-
zeichnet wird. Musterbeispiel
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dafiir ist der elementare Kohlen-
stoff, der bekanntlich in der
Natur als Graphit und Diamant
vorkommt. Die extrem verschie-
denen Eigenschaften der beiden
Materialien sind Folgen ihrer
unterschiedlichen Kristallstruk-
turen. Ahnliche, wenn auch we-
niger grosse Unterschiede in den
chemischen und physikalischen
Eigenschaften treten bei organi-
schen Festkdrpern, z.B. bei Phar-
maprodukten, auf. Hier wird die

8000 -

Vielfalt zudem durch das héufige
Auftreten von Solvaten, d.h.
durch Strukturen mit im Kristall-

- gitter eingebauten Losungsmit-

telmolekiilen, noch vergrossert
(Pseudopolymorphie).

Bei einem Lepramedikament
sind mehrere Kristallmodifikatio-
nen bekannt. Hergestellt wird die
o-Maodifikation, gleichzeitig wer-
den aher hdufig auch gewisse
Anteile der B-Modifikation gebhil-
det. Ist der Anteil der B-Modifika-
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Abbildung 3

Lepramedikament: Kristallmodifikationen alpha und beta
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tion zu hoch, so besteht die Ge-
fahr, dass sich auch der iibrige
Teil des Wirkstoffs in diese Kri-
stallmodifikation umwandelt und
dabei aus einem feinen Pulver
schlecht 18sliche Klumpen oder
Nadeln entstehen. Deshalb wird
mittels Rontgenpulverdiffraktion
eine quantitative Bestimmung
des Anteils der B-Modifikation
vorgenommen, um sicherzustel-
len, dass ein kritischer Grenz-
wert nicht iberschritten wird.

In Abbildung 3 sind die Pulver-
diagramme der beiden Kristall-
modifikationen o und 3 darge-
stellt, wie sie mit einem Pulver-
diffraktometer gemessen wur-
den. Durch Messen der Peak-
flachen ausgewahlter Reflexe
kann der Anteil der 3-Modifika-
tion bis zu einem unteren Gehalt
von 0.5% bestimmt werden.

Fazit

Rontgenbeugungsmethoden sind
bis heute essentielle Werkzeuge
fiir die Strukturaufkldrung; sei es
mittels Einkristall-Untersuchun-
gen zur Verifizierung von Synthe-
sen oder mittels Pulverdiffraktion
z.B. zur Ermittlung von Kristall-
modifikation. e

Rasterkraftmikroskopie -
Oberflachencharakterisierung
auf die Spitze getrieben

Von Dario Anselmetti, Physikalische Chemie

Stellen Sie sich vor: Sie mdchten gerne die Oberflachenbe-

schaffenheit ihrer Kunststoffolie mit einer Auflésung im Nano-

meterbereich erfassen. Oder Sie méchten die Homogenitét

und Oberflachenstruktur von Kontaktlinsen hestimmen, am

liebsten unter Labor- oder noch besser in-situ unter physio-

logischen Bedingungen? Unméglich? — Nein! Das Gerét, das

diese (und noch viele andere) Probleme mit dhnlicher Frage-

stellung zu [6sen hilft, ist das Rasterkraftmikroskop (engl.

scanning force microscope oder atomic force microscope).

Der Grundstein dieser neuen Art
der Mikroskopie wurde Anfang
der achtziger Jahre am IBM-For-
schungslabor in Riischlikon von
Gerd Binnig und Heinrich Rohrer
gelegt, die aufgrund ihrer Lei-
stungen 1986 mit dem Physikno-
belpreis ausgezeichnet wurden.
Seither hilt diese neue Techno-
logie der Oberflaichenanalyse
immer mehr Einzug in die For-
schungs- und Entwicklungsab-

teilungen von Hochschulen und
privaten Forschungslabors, ja sie
revolutioniert geradezu den Ein-
blick in die Welt des Kleinen und
Kleinsten.

Ende der achtziger Jahre kamen
die ersten kommerziell erhaltli-
chen Rasterkraftmikroskope auf
den Markt. Als diese nach und
nach an Zuverldssigkeit und Be-
nutzerfreundlichkeit zulegten,
war der Sprung in die anwen-

dungssorientierte Forschung und
Qualitatssicherung der Industrie
nicht mehr weit. Was in den
USA, Deutschland und Japan
schon langst Bestandteil moder-
ner Forschungs- und Analytikbe-
reiche ist, findet nun auch in der
Ciba seinen Platz in den For-
schungsdiensten PHYSIK.

Und so funktioniert's

Wie ein Blinder, der seine Finger-
kuppen zum Ertasten einer Ober-
flache einsetzt, so funktioniert
ungefahr auch ein Rasterkraftmi-
kroskop. Das menschliche Hirn
rekonstruiert aus den erhaltenen
Nervensignalen des Tastsensors
(= Finger) ein Abbild der abge-
tasteten Oberflache. Um jedoch
Oberflachen im Submikrometer-
bereich «abtasten» zu kénnen,
sind viel feinere Sonden als un-
sere Finger notig. Eine extrem
scharfe Spitze, Teil eines mikro-
fabrizierten Blattfederchens (vgl.
Abbildung 1), wird sehr nahe an
die zu untersuchende Oherflache
gebracht und dortin einem
festen Abstand von etwa einem

Photo-
Detektor

Laser

mikrofabriziertes
Blattfederchen

< Probe

Piezoelement um
Probe dreidimen-
sional zu bewegen

Abbildung 1

Schematische Darstellung des
Rasterkraftmikroskops.

Die Bewegungen des Kraftsensors
(Originalgrosse ~100 pm) werden
durch einen Laserstrahl und

einen Photodetektor registriert.
Die Probe wird unter der Spitze
zeilenformig bewegt (gerastert)

Nanometer (1/1°000°000°000 m)
gehalten. Ein ausgekliigeltes
Mess- und Detektionssystem
macht dies madglich, indem es die
kleinen Krafte zwischen der Spit-
ze und der Oberflache misst. Die
Bewegungen der Spitze werden
mit Hilfe eines Laserstrahls und
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eines Photodetektors registriert.
Damit ist unser kiinstlicher Fin-
gerin der Lage, kleinste Distanz-
anderungen zu messen und im
Notfall nachzuregeln. Fiihren wir
nun unsere Spitze, unter Beibe-
haltung des winzigen Arbeitsab-
stands, Punkt flir Punkt, Zeile fiir
Zeile iiber die Qberflache, so
|4sst sich die abgerasterte Ober-
flache topographisch erfassen.
Die hochprézise dreidimensiona-
le Bewegung der Probe wird da-
bei durch ein piezoelektrisches
Element realisiert, das sogar Ver-
schiebungen der Probe um
Atombreite erlaubt!

Die Mdglichkeit, leitende wie
nichtleitende Oberflachen mit
praktisch atomarer Genauigkeit
abzutasten, ist aber nur ein Vor-
teil dieser neuen Mikroskopie-
methode. Ein weiterer Vorteil be-
steht darin, dass Untersuchun-
gen auch in Gasen oder in Fliis-
sigkeiten moglich sind.

Wer sich nun einen Raum voller
Elektronik und Geratschaften
vorstellt, ist von der kompakten,
tiberschaubaren Grdsse heutiger
Systeme {iberrascht. Ein Raster-
kraftmikroskop besteht nur aus
dem eigentlichen Mikroskop,
einer Elektronikeinheit und einem
leistungsfahigen Computer

(vgl. Abbildung 2).

Atome

Abbildung 3 demonstriert, dass
diese Oberflachenabtastung im
Extremfall in den atomaren Be-
reich vorstdsst. Dieses Bild zeigt
einen 24x24 nm grossen Aus-
schnitt einer Siliziumoberflache.
Jeder der regelméssig angeord-
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Abbildung 2
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Abbildung 3
Bildausschnitt einer Siliziumober-
flache. Das Bild zeigt eindriicklich
den atomaren Aufbau dieser Halb-
leiteroberflache und wurde dan-
kenswerterweise von der Univer-
sitat Basel zur Verfiigung gestellt

Abbildung 5
In diesem Rasterkraft-
mikroskopbild einer
synthetischen Wursthaut
sind die scharfkantigen
Pigmentkristalle (Kreise)
zu erkennen

Iy 4

BRE (20 um x 20 ym

Abbildung 4

ey P

6% 30 pm x 30 pm|

Auf dieser hochpolierten Glaslinse (links) sind deutlich Kratzer und
Polierriickstande sichtbar. Die beschichtete Kontaktlinse aus Kunststoff
(rechts) zeigt ein eigenwilliges Muster von Linien und Graben mit einer

Rauhigkeit von etwa 0.2 pm

neten hellen Punkte entspricht
dabei einem Siliziumatom. Die
periodisch angeordneten Atome
bauen den Silizium-Einkristall
auf.

Neben diesem Beispiel, das die
Auflésung der Rastersondenmi-
kroskopie etwas veranschauli-
chen soll, m6gen Sie sich sicher

Das Rasterkraftmikroskop der Forschungsdienste PHYSIK

fragen, wo denn heutzutage
diese Mikroskopietechniken, z.B.
in der Ciba, eingesetzt werden.

Linsen

Generell wird die Rasterkraftmi-
kroskopie in der Oberflachen-
charakterisierung eingesetzt.
Dabei werden leitende wie nicht-
leitende Probenoberflachen in
bezug auf ihre Rauhigkeit unter-
sucht. Selbst hdchstpolierte
Glaslinsen wie auch gldnzende
Kontaktlinsen weisen keine per-
fekten Oberfléchen auf. Sie
zeigen Kratzer und Rillen vom
Polier- oder vom Abformungs-
prozess. Diese Unebenheiten
kénnen spater Auswirkungen auf
die Qualitdt von Beschichtungen,
z.B. zur Entspiegelung von Bril-
lengldsern, oder auf die Dauer-
haftigkeit und Augenvertréglich-
keit von Kontaktlinsen haben.
Abbildung 4 zeigt die Ober-
flachen einer Glaslinse (links)
und einer Kontaktlinse aus
Kunststoff (rechts). Bei der Glas-
linse sind deutlich die Kratzer,

Rillen und Polierriickstdnde zu
erkennen. Obwohl die Uneben-
heiten und Fehler deutlich zu er-
kennen sind, ist die Qualitat die-
ser Linse immer noch vorziiglich.
Die Kontaktlinse rechts, ibrigens
ein Ciba Vision Produkt, ist eine
Kunststofflinse, die mit einem
neuen Beschichtungsverfahren
sehr gut augenvertréglich herge-
stellt werden konnte. Um das
Quellverhalten der aufgebrach-
ten Polymerschicht richtig unter-
suchen zu konnen, erfolgte die
Untersuchung in wéssriger Um-

. &

1 ym x 1.5 um

Abbildung 6

Einzelnes, langgestrecktes RNA-
Molekiil, das auf einer I6chrigen

organischen Unterlage immobili-
siert wurde

gebung (wie in der Tranenfliis-
sigkeit des Auges). Bei diesen
Untersuchungen standen Fragen
beziiglich der Rauhigkeit, Homo-
genitédt der Beschichtung und
Stabhilitat der Kontaktlinsen im
Vordergrund.

Pigmentkristalle

Ein anderes sehr anschauliches
Beispiel stellte die Untersuchung
von synthetischer Wursthaut dar.
Ciba hatte die Pigmente zur Fér-
bung der Haut geliefert und war
mit dem Problem konfrontiert,
dass die Haut nach der Herstel-
lung fleckig und matt aussah. Mit
der Rasterkraftmikroskopie konn-
ten nun deutliche Unterschiede
zwischen matten und normal
glanzenden Proben nachgewie-
sen werden, was mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf einen un-
geniigend kontrollierten Produk-
tionsprozess beim Kunden zu-
riickgefiihrt werden konnte. Das



spot

in Abbildung 5 gezeigte Bild

(5x5 um) zeigt die scharfkanti-
gen, submikrometergrossen Pig-
mentkristalle, die in der syntheti-
schen Wursthaut eingebettet
sind.

Biomolekiile

Damit aber nicht genug! Die
M@oglichkeit, auch nichtleitende
Objekte abtasten und vermessen

tersuchung einzelner Biomo-
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Fazit und Ausblick

Neben der Charakterisierung von
Oberflachen bietet die Raster-
kraftmikroskopie eine Fiille wei-
terer Mdglichkeiten. So sind un-
ter anderem Materialinhomo-
genitdten ebenso zugénglich wie
die Untersuchung von Ober-
flachenladungen oder die Pro-
benmagnetisierung.

Mit der Erweiterung der Mikro-
skopiegruppe der Forschungs-
dienste PHYSIK durch die Raster-
kraftmikroskopie stehen dem

Kunden in der Ciba nun beziiglich
Mikroskopiemethoden mit

e optischer Mikroskopie,

e konfokaler Laser-Rastermikro-
skopie (siehe auch spotlight

Nr. 9, Juni 95),

e Raster- und Transmissions-
elektronenmikroskopie und

e Rasterkraftmikroskopie

ein sehr leistungsfahiges und
vielfaltig einsetzbares Instrumen-
tarium zur Verfligung.

Vielleicht auch, um lhre
Probleme zu l6sen? e

zu konnen, eroffnet in der Biolo-
gie neue Perspektiven. Die Un-

lekiile steckt zwar noch in den
Kinderschuhen, doch lasst sich
bereits liber zahlreiche Anwen-
dungen spekulieren. Das in
Abbildung 6 abgebildete RNA-
Molekiil wurde im Rasterkraftmi-
kroskopielabor der Forschungs-
dienste PHYSIK auf einer mass-
geschneiderten organischen
Oberflache immobilisiert und ah-
gebildet.

Nukleinsdureanalytik — ein neues Arbeitsgebiet in der ZA

DNA-Sequenzierung
im Handumdrehen

Von Martin Looser, Entwicklungs- und Qualitdtskontrollanalytik

In einer der ndchsten Ausgaben
von spotlight werden wir aus-
fiihrlicher iiber Arbeiten aus dem
neu aufgebauten Labor fiir
Nukleinsdureanalytik der ZA
berichten. Mdchten Sie schnel-
ler Genaueres erfahren, oder
haben Sie gar ein analytisches

molekularbiologischen Techni-
ken (Enzymreaktionen, Template-
Isolierung, PCR-Amplifizierung,
DNA-Sequenzierung etc.) steht
das automatische Probenvorbe-
reitungssystem Biomek 2000
(Abbildung 1) zur Verfiigung. Fiir
die automatische Sequenzierung

Ein roboterisiertes Probenvorbereitungssystem (Biomek 2000)

von DNA (Plasmide, Phagen, Problem, welches mit unseren

und ein automatisierter Laser Fluoreszenz DNA-Sequenzer

PCR-Produkte) mit fluoreszenz-  neuen Instrumenten geldst

(ALF, Pharmacia) bilden ein integriertes System zur raschen

markierten Primern steht ein ALF  werden kénnte, dann zdgern Sie

und aussagekréftigen Analytik von Nukleinsduren.

System der Firma Pharmaciaim  nicht, rufen Sie uns an!

Die Techniken der Molekularhio-
logie prégen heute in grossem
Ausmass die Vorgehensweise
bei biologisch orientierten Pro--
jekten. Dabei wird die eindeutige
Verkniipfung einer Desoxyribo-
nukleinsdure-Sequenz (DNA) mit
dem Primé&rprodukt Ribonuklein-
sdure (RNA) und dem daraus
entstehenden Protein ausge-
nutzt. Fragen nach Art und Zu-
sammensetzung von Nuklein-
séuren gehdren somit zu den
héufigen analytischen Problem-
stellungen bei solchen Arbeiten.
Im Vordergrund stehen die Se-
quenzierung von DNA nach der
Sanger'schen Dideoxy-Methode
sowie die Charakterisierung von
Produkten der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR).
Mittlerweile sind fiir diese Unter-
suchungen Routinemethoden
entwickelt und eingefiihrt wor-
den. Meist handelt es sich dabei
allerdings um manuelle, arbeits-
intensive Prozesse, welche mit
radioaktiv markierten Nuklein-
séuren durchgefiihrt werden.
Technische und methodische
Fortschritte der letzten Jahre
haben diese Sparte der Nuklein-
séureanalytik nachhaltig veran-
dert. Die erzielten Verbesserun-
gen betreffen die Durchfiihrung

Telefon 65191 oder 672 11 o

Abbildung 1
I Effiziente Proben-
vorbereitung mit

o Biomek 2000

Einsatz.

der bendtigten Enzymreaktionen
in automatisierten Systemen

und die automatisierte Analyse
(Sequenzbestimmung) der elek-
trophoretisch aufgetrennten
Fragmente. Durch den Einsatz
von fluoreszenzmarkierten
Nukleinsduren kann génzlich auf
das Arbeiten mit Radioaktivitét
verzichtet werden.

Die ZA hat entsprechende analy-
tische Methoden fiir die Unter-
suchung von Nukleinsduren in
die Palette ihrer Dienstleistungen
aufgenommen. Fiir alle géngigen
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AATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGT GAGCTAA
110 120 130 140 150 160

Abbildung 2

Sequenzierung der DNA eines M13 Phagen. Zur Sequenzbestimmung wurden 4 verschiende
Enzymreaktionen (A-, C-, G-, T-Reaktion) durchgefiihrt. Die so erzeugten DNA-Fragmente wurden
am ALF-System aufgetrennt und detektiert. Aus der Interpretation der Daten liess sich die
gesuchte Sequenz ableiten (dargestellt im 4-Buchstaben-Code unter der abgebildeten Kurve)




