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1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird mit verschiedenen Mikroskop-Typen der irisierende Panzer des
goldglanzenden Rosenkéfers betrachtet. Genauer untersucht werden dabei folgenden
Fragen: 1) Wie gewinne ich experimentell Informationen zum Versténtnis der Nanos-
truktur eines Kéferpanzers und 2) Wie beeinflusst diese Struktur die Farbentstehung des
Pangzers.

Dabei sollen das Laser-Scanning-Mikroskop (LSM), Rasterkraftmikroskop (AFM) und
Rasterelektronenmmikroskop (REM) helfen, den Panzer zu analysieren. Ausserdem
wurde der Panzer mittels des Cryo-Breaking gebrochen und mittel Focused-lTon-Beam
(FIB) aufgeschnitten, um mogliche Strukturen in den obersten Schichten des Panzers zu
finden.

Meine Arbeit ergab einerseits, dass das Rasterelektronenmikroskop (REM) fiir die Suche
nach Nanostrukturen am geeignetsten ist, da es eine sehr hohe Auflésung hat und die
entstandenen Bilder einfach zu interpretieren sind.

Andererseits wurde in den obersten Mikrometer des Panzers, in der sogenannten Cu-
ticula, eine 10-20pm dicke Schicht aus Chitinfasern gefunden. Diese sollen als Polarisa-
tionsfilter fungieren und durch Interferenz die Farbe des Kéferpanzers ausmachen.



2 Einleitung

Die Farbenvielfalt und -pracht in der Natur ist iiberwaltigend. Besonders Tiere mit
irisierenden Farben, welche vom Beobachtungswinkel abhéngen, sind faszinierend. Beispiele
dafiir finden sich bei Pfauenfedern, Schmetterlingen oder verschiedenen Kéferarten. Die
Entstehung dieser Farben ist schon lange Thema der Forschung. So studierte Prof. Dr.
Heinz Durrer die Entstehung schillernder Farben bei Pfauenfedern.! An der Universitéit
Freiburg forschte in den letzten Jahren ein Team unter der Fithrung von Dr. Bodo Wilts
an Exemplaren von Chalcothea smaragdina, einem Blatthornkiifer aus Siidostasien.? !
Durch ein Gesprach mit Dr. Thilo Glatzel von der Universitat Basel kam ich auf
die Idee, selbst irisierende Farbphidnomene zu untersuchen. Ich mochte einen weiteren
Blatthornkéfer, den Goldgldnzenden Rosenkdfer (Cetonia aurata), unter verschiedenen
Mikroskopen untersuchen. Aus dieser Uberlegung formulierte ich meine Leitfrage:

e Wie gewinne ich experimentell Informationen zum Verstandnis der Nanostruk-
tur eines Kéferpanzers und wie beeinflusst diese Struktur die Farbentstehung des
Panzers?

Um diese Frage zu beantworten bekam ich Hilfe vom Department Physik der Univer-
sitdt Basel. Unter einem Laser-Scanning-Mikroskop, Rasterkraftmikroskop und einem
Rasterelektronenmikroskop konnte ich die Oberfliche meines Kéferpanzers analysieren
und ein Focused-Ton-Beam und das Cryo-Breaking halfen mir, den Aufbau des Insekten-
panzers zu verstehen.

Wahrend meiner Arbeit ging ich von folgenden Hypothesen aus:

e Es gibt Nanostrukturen auf der Oberflache des Panzers.
e Die Grosse dieser Nanostrukturen ist im Bereich von 300nm-50um
e Die Farbe des Kafers wird auf durch Nanostrukturen des Panzers verursacht.

e Das Rasterelektronenmikroskop (REM) liefert die aufschlussreichsten Bilder zum
Verstandnis des Aufbaus des Panzers.

2.1 Theoretische Grundlagen

2.1.1 Goldglianzender Rosenkéafer (Cetonia aurata)

Der Goldglinzende Rosenkdfer, auch Gemeiner Rosenkéfer (Cetonia aurata) genannt, ist
ein Kafer aus der Familie der Blatthornkéfer. Er kommt in ganz Zentral- und Stideuropa

Durrer, 1975
2Wilts, 2017



und im Norden bis Zentralschweden und -finnland vor. Im Osten ist er in Sibirien, Klein-
und Vorderasien und im Nordwesten Chinas zu finden und fliegt von April bis Oktober.
Die ausgewachsenen Tiere findet man haufig an Bliiten von Rosen, Obstgehdlzern, Hol-
under, Weissdornen und Doldenbliitlern, denn sie saugen siisse Pflanzenséfte und fressen
Pollen und zarte Bliitenteile. Die Larven erndhren sich ausschliesslich von verrotteten
Pflanzenteilen und Holzmulm und leben daher in morschem Holz und in Kompost.

Figure 1: Cetonia aurata

Die Kéfer werden 14-20mm lang. Die Oberseite des Panzers ist variabel gefarbt und
héngt vom einfallenden Licht und dem Blickwinkel des Beobachters ab. Typischer Weise
ist sie metallisch griin bis bronzefarben glénzend gefarbt, gelegentlich kommen aber auch
goldene, blaugriine oder blaue bis blauviolette Farben vor (vlg. Fig. 1). Die Unter-
seite ist rotgolden. Auf den Deckfliigeln kann man insbesondere im hintersten Drittel
markante weisse Punkte und Querrillen erkennen. !

Wie schon erwéhnt, ist die Cuticula stark lichtreflektierend. Sie reflektiert aber nur links
zirkulér polarisiertes Licht (vgl. Kapitel 2.1.12) und erzeugen so ein Polarisationsmuster.
Dieses kann von Vogeln und Séugetieren nicht gesehen werden, von anderen Insekten
hingegen schon.!!

Um sich vor Wasserverlust und Austrocknung zu schiitzen, liegt auf der Cuticula eine
diinne Schicht aus einer wachsartigen Substanz, Epicuticula genannt, welche durch Poren
in der Cuticula ausgeschieden wird.!V

Cuticula der Gliederfiisser Die Cuticula der Gliederfiisser (Insekten, Tausendfiisser,
Krebs- und Spinnentiere) fungiert als Aussenskelett und umschliesst das Tier. Der
Grundbestandteil sind Fasern aus Chitin (C8H13NO5).IV Jeweils 19 Chitinfasern lagern
sich antiparallel zu einem kristalinen Biindel. Ein solches Biindel (Mikrofibrille) ist etwa
3nm dick und 0.3um lang. Die Verbindung dieser Chitin-Fibrillen mit Proteinen und
vereinzelt Halogenen (Chlorid, Bromid) und Schwermetallen (Zink, Mangan) bestimmt
die Hirte der Cuticula.!!



2.1.2 Laser-Scanning-Mikroskop (LSM)

Ein Laser-Scanning-Mikroskop LSM ist ein spezielles Lichtmikroskop, bei welchem die
Probe mit einem fokussierten Laserstrahl abgerastert wird. Das LSM scannt die Probe
dabei Ebene fiir Ebene, so dass ein dreidimensionales Bild entsteht. Verkniipft man ein
LSM mit einem herkémmlichen Lichtmikroskopik, entstehen farbige, dreidimensionale
Bilder mit einer gewissen Tiefenwirkung. V!

2.1.3 Rasterkraftmikroskop (AFM)

Das Rasterkrafmikroskop (engl. atomic force microscope; AFM) beruht auf der Mes-
sung atomarer Kréfte. Am Ende einer mikroskopisch kleinen Blattfeder (Cantilever)
befindet sich eine nanoskopisch kleine Spitze. Diese wird zeilenweise in einem definierten
Raster iiber die Oberfliche der Probe gefithrt. Durch die Oberflaichenstruktur wird
der Cantilever unterschiedlich gebogen, resp. die Grundschwingung des Cantilevers
wird entsprechend verdndert, was mit einem Laser und einem entsprechenden Detektor
gemessen werden kann (vgl. Fig. 2). Im sog. Tapping Mode wird der Cantilever mit der
Spitze in Schwingung versetzt. Wenn sich die Spitze der Probe annéhert, dndert sich die
Schwingungsamplitude des Cantilevers. Der Canitlever wird nun an jedem Messpunkt
von der Probenflache entfernt, resp. angenédhert, bis eine konstante Amplitude eingestellt
ist. Die Verschiebung der z-Achse, die es braucht, um die Amplitude konstant zu halten,
entspricht nun genau der Topographie der Probenoberfliche (Héhenbild).

Wird nun gleichzeitig die Phasenverschiebung zwischen Cantilever und Grundschwingung
ausgewertet, spricht man vom Phasenkontrastmodus. So konnen neben Hoheninformationen
auch Riickschliisse auf lokale chemische Zusammensetzungen der Oberfliche gewonnen
werden.

Mittels AFM erhélt man dreidimensionale Oberflichenprofile mit einer maximalen Auflésung
von ca. 0.1-10nm. VT VI IX

Detektor und
Steuerelektronik

Photodiode
> Laser

Cantilever

Probenoberfliche ™=——Y mit Spitze
oSS
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Figure 2: Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops
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2.1.4 Rasterelektonenmikrosko (REM

Beim Rasterelektronenmikroskop REM wird die zu untersuchende Probe mit Elektronen
beschossen, da die Wellenldange von Elektronen mit 0,1nm viel kiirzer ist, als jene von
sichtbarem Licht (380-780nm). Die Auflésung von Elektronenmikroskopen ist dadurch
1000 mal so hoch, wie die von Lichtmikroskopen.

Im REM wird mit einer Elektronenkanone einen Elektronenstrahl erzeugt, welcher mit-
tels eines Magnetfeldes beschleunigt und rasterartig iiber die Probe gezogen wird. Auf
der Probe aufgetroffen, werden die Elektronen an den Unebenheiten der Probe gestreut.
Die gestreuten Elektronen, Sekunddrelektronen genannt, werden von einem Detektor
aufgefangen und anhand der Einfallswinkel der Sekundérelektronen wird ein dreidimen-
sionales Oberflachenprofil erstellt. Das Mikroskopieren findet im Hochvakuum statt, um
Welchselwirkungen zwischen Atomen und Molekiilen in der Luft mit den Elektronen
des Elektronenstrahls zu verhindern. Ausserdem muss die Probe vor dem Mikroskopier-
prozess mit einer diinnen Schicht aus Edelmetallen (meist Gold oder Platin) iiberzogen

werden (vgl. Kapittel 2.1.4). So wird die elektrische Aufladung der Probe verhindert. X
XI XII

2.1.5 Sputtern

Beim Sputtern, auch Kathodenzerstiubung genannt, werden Edelgasionen (haufig Ar-
gongasionen) auf einen Festkorper (Target) geschossen. Als Target werden meist die
Edelmetalle Gold oder Platin verwendet. Durch den Beschuss 16sen sich Edelmetallio-
nen und es bildet sich ein Plasma (Gas aus Ionen und Elektronen). Mit Hilfe eines
Magnetfeldes werden die Ionen zu einem Substrat geleitet. Dort setzten sich die Edel-
metallionen ab und macht die Oberfliche elektrisch leitfihig(vgl. Fig. 3). X
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Figure 3: Sputtern



2.1.6 Focused lon Beam (FIB)

Ein Focused Ion Beam FIB (Ionenfeinstrahlanlage) dient der Oberflichenanalyse und -
bearbeitung und funktioniert &hnlich wie das REM. Anstelle von Elektronen werden hier
Gallium- oder Heliumionen mittels elektrostatischen und magnetischen Linsen fokussiert.

Soll die Oberfliche einer Probe analysiert werden, werden analog zum REM Sekundérelektronen
detektiert. Die Auflésung des FIBs liegt in etwa bei 5-10nm.

Verwendet man Galliumionen, kann man auch die Oberfliche einer Probe abtragen. Auf
Grund der hohen Masse von Gallium (=~ 70u) XV, im Vergleich zu Helium (= 4u) XV

und Elektronen (= 5-107%u) XV! und den Gesetzen des Elastischen Stosses, wird sehr

viel Energie auf die Atome in der Oberfliche der Probe iibertragen, so dass sie sich von

der Oberfliche 16sen. XVII XVII

2.1.7 Licht

Licht ist eine Form von elektromagnetischer Strahlung. Zu elektromagnetischer Strahlung
gehoren auch Radio- und Mikrowellen, sowie Warme-, Rontgen- und Gammastrahlung
(vgl. Fig. 4). Unter Licht verstehen wir den Teil des elektromagnetischen Spektrums,
welchen wir mit unseren Augen sehen kénnen. Die Wellenldngen gehen dabei von 380nm
(violett) bis 780nm (rot). Mit der Formel ¢ = A - f konnen die entsprechenden Frequen-
zen berechnet werden, wobei ¢ die Lichtgeschwindigkeit, A die Wellenldnge und f die
Frequenz ist.

Das fur den Menschen sichtbare Spektrum (Licht)
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Figure 4: Elektromagnetisches Spektrum

Das einfachste Modell um Licht oder elektromagnetische Strahlung zu beschreiben, ist
das Strahlenmodell, bei welchem Licht als Lichtstrahl angesehen wird. Dieses Modell
reicht, um Reflexion und Brechung von Licht zu erkldren. Sobald aber Phanomene wie
Interferenz oder Polarisation auftauchen, wird ein weiteres Modell benétigt.

Das Wellenmodell beschreibt Licht als eine sinusartige Welle mit einer Amplitude ¢mqz
und einer Wellenlénge A (vgl. Fig. 5). Diese Welle muss nicht immer in einer Ebene
schwingen (hier xy-Ebene), sondern kann ihre Schwingungsebene dndern. Man spricht



Figure 5: Licht als Welle

dann von wollstindig-, teil- oder nichtpolarisiertem Licht. 3 4 XIX

2.1.8 Streuung und Absorbtion von Licht

Trifft Licht auf eine Oberflache, wird es absorbiert und/oder in verschiedene Richtungen
reflektiert. Absorbiert ein Korper das gesamte Licht, so erscheint er fiir uns schwarz.
Wird hingegen gar kein Licht absorbiert, sondern komplett gestreut, erscheint uns der
Korper weiss. Alle weiteren Farbeindriicke entstehen dadurch, dass nur ein Teil ab-
sorbiert wird und nur ein Teil des gestreuten Lichtes in unser Auge gelangt. XX XXI

2.1.9 Reflexion und Brechung von Licht

Reflexion beschreibt das Zurtlickwerfen einer Wellen an einer Grenzflache. Veradndert
sich die Ausbreitungsrichtung einer Welle, spricht man von Brechung. Wichtig ist, dass
bei beiden Phanomenen die Welle verandert werden kann. Sollte eine Welle an einem
optisch dichteren Medium reflektiert werden, so erfahrt sie eine Phasenverschiebung (vgl.
Kapitel 2.1.11). Bei der Brechung werden Wellen je nach Wellenldnge unterschiedlich
stark gebrochen. So entsteht zum Beispiel das Farbspektrum bei einer Lichtbrechung in
Fig. 6. °

by

Figure 6: Lichtbrechung im Prisma

3Dohlus, 2010
“Halliday, 2013
5Dohlus, 2015, S. 3, ff
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2.1.10 Interferenz

Interferenz beschreibt allgemein die Uberlagerung von zwei oder mehreren Wellen nach
dem Superpositionsprinzip, wonach sich nur Wellen gleicher physikalischer Grdsse iiberlagern
und diese sich nicht gegenseitig behindern.

Interferieren Wellen, werden ihre Amplituden an jedem Punk addiert. Dabei kommt es
zur konstruktiver Interferenz oder zur destruktiver Interferenz.

Treffen zwei elektromagnetische Wellen an einem beliebigen Punkt P aufeinander, ist
der Phasenunterschied ¢ von Bedeutung fiir die Interferenz. Der Phasenunterschied
oder die Phasenverschiebung beschreibt, um welchen Winkel zwei oder mehrere gle-
iche Wellen zueinander verschoben sind. Betragt der Phasenunterschied 180°, resp. m,
schwingen zwei Wellen genau antiparallel (vgl. Fig. 7). Betrdgt der Phasenunterschied
360°, resp. 2w, sind zwei Wellen identisch oder in Phase.

Phase Phasenmuskischung
um 180 Grad
verschoben

Figure 7: Phasenverschiebung

Bei der konstruktiven Interferenz treffen Wellenberg und Wellenberg, resp. Wellental
und Wellental aufeinander, so dass sich zwei oder mehrere Wellen zu einer grosseren
Welle aufaddieren (vgl. Fig. 8). Wichtig dabei ist, dass der Phasenunterschied ein ganz-
zahliges Vielfaches der Wellenldnge A betrigt. Das heisst, dass der Phasenunterschied
ein ganzzahliges Vielfaches von 360°, resp. von 27 betragt: ¢ = n-360°, resp. ¢ = n-27
mit n =0;1;2;3;....

konstruktive Interferenz destruktive Interferenz

ll]tclll't:qrcl12- /\ [\ /\ /\ /\ f
N AVAVATAVAVAY

Welle 1 1= Fay JaN AN AN ANV A WA
elle AV \VAR VAR VALV VARVALVALAVALVEALVERY

S FAN AN AN AN aNA ANIVANIVANIVANIFAN Ja
2 \VARVALV ALV ALV ANV 7 T

Figure 8: Konstruktive/destruktive Interferenz

Bei destruktiver Interferenz treffen Wellental und Wellenberg aufeinander, so dass sie
sich ausléschen (vgl. Fig. 8). Der Phasenunterschied betrigt hier ein ungeradzahliges

11



Vielfaches der halben Wellenldnge A. Das entspricht einem ungeradzahligen Vielfachen

von 209° resp. 27“, oder einfacher gesagt: einem ungeradzahligen Vielfachen von 180°,

2
resp. von w. Der Phasenunterschied bei einer destrkuktiven Interferenz betragt also

@:n.lSOo,reSp_ gp:nﬂ-mltnzo’l’?)’f)’ 6 XXII XXIII

2.1.11 Interferenz an diinnen Schichten

Bei Interferenz an diinnen Schichten stellt man sich einen Lichtstrahl vor, der unter dem
Winkel a auf eine diinne Schicht mit konstanter Dicke d trifft (vgl. Fig. 9). Wichtig
dabei ist, dass die Schicht einen hoheren Brechungsindex als das Aussenmedium hat.
Trifft ein Lichtstrahl auf eine solche Schicht, wird er an der Grenzflache teils reflek-
tiert und teils gebrochen. Der gebrochene Strahl durchdringt die Platte und wird an
der hinteren Grenzfliche wieder gebrochen und reflektiert, wobei der reflektierte Strahl
wiederum an der vorderen Grenzfliche gebrochen und reflektiert wird, usw.

Figure 9: Zu Interferenz an diinnen Schichten, aus Dohlus, 2015, S. 114

Sammelt man nun die beiden Teilstrahlen 1 und 2 mit einer Sammellinse (oder mit un-
seren Augen), kommt es dabei zur Interferenz. Sind die Wellen zu den beiden Teilstrahlen
1 und 2 nun exakt in Phase, entsteht ein Interferenzmaximum und die Schicht erscheint
hell. Sind die beiden Strahlen exakt gegenphasig, entsteht ein Interferenzminimum und
das Gebiet, wo die Strahlen 1 und 2 die Schicht verlassen, erscheint dunkel. Liegt der
Phasenunterschied im mittleren Bereich, wird das Gebiet als méssig hell wahrgenommen.
Wie gross dieser Phasenunterschied ist, wird durch folgende drei Faktoren beeinflusst:

1. durch die Reflexion
2. durch die unterschiedlichen Weglangen der beiden Wellen, resp. die Schichtdicke

3. durch unterschiedliche Brechungsindizes der Medien, in welchen sich die Wellen
fortpflanzen

5Dohlus, 2015, S.110 ff
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Bei einer Reflexion an einer diinnen Schicht, wo die Strahlen 1 und 2 in Fig. 9 Lichtwellen
entsprechen, kommen alle drei Situationen vor.

Eine Welle erfahrt immer dann eine Phasenverschiebung von ¢ = %/\, wenn sie an einem
Medium mit grosserem Brechungsindex reflektiert wird. In unserem Fall erfahrt nur
der Strahl zur Welle 1 eine Phasenverschiebung. Die Wellen zu den Strahlen 1 und 2
schwingen also direkt gegenphasig.

Als néachstes wird der Wellenlangenunterschied untersucht, welcher dadurch entsteht,
dass die Welle zum Strahl 2 die Schicht zwei mal durchlauft. Setzt man den Einfall-
swinkel a = 0, so ist der Weglangenunterschied Az = 2d. Sollen die Wellen zu den
Teilstrahlen 1 und 2 exakt gleichphasig sein, so dass eine vollkommen konstruktive In-
terferenz auftritt, muss der Wegldngenunterschied eine Phasenverschiebung von ¢ = mA
mit m = 0.5;1.5;2.5;... verursachen, da die Welle zum Strahl 1 schon eine Phasenver-
schiebung von ¢ = %A erfahren hat. So entsteht insgesamt eine Phasenverschiebung von
einem ganzzahligen Vielfachen von der Wellenlénge A. Der Beobachter sieht die Schicht
also hell, wenn gilt:

ungerade Zahl A

2d = : -

(2.1)
Es gilt die analoge Uberlegung, wenn die Schicht dunkel erscheinen soll, es also zur vol-
lkommen destruktiven Interferenz kommt. Die Wellen zu den Strahlen 1 und 2 miissen in
dem Fall gegenphasig schwingen. Dafiir muss die Phasenverschiebung verursacht durch
den Weglédngenunterschied ein ganzzahligen Vielfaches der Wellenldnge sein. Es gilt:

2d = ganze Zahl - \,,, (2.2)

Die Wellenlange der Welle zum Strahl 2 innerhalb der Schicht A,, kann umgeschrieben
werden mit:

wobei A die Wellenlénge des einfallenden Lichtes im Vakuum (und n#herungsweise in
Luft) ist. Setzt man Gl. 2.3 in Gl 2.1 ein und ersetzt (ungerade Zahl/2) mit (m + 1),

erhallt man: 1
2d = —-)— 24
(m+3)= (2.4
mit m =0;1;2;...
wenn die Schicht hell erscheint. Analog ergib sich durch Ersetzten von (ganze Zahl) mit
m in G1.2.2: )
2d=m-— 2.5
m- (2.5)
mit m =0;1;2;...
wenn die Schicht dunkel erscheint. *

"Halliday, 2013, S. 779, ff
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2.1.12 Polarisation von Licht

Bisher hatten wir Licht immer als Lichtstrahl oder als iiberlagerte, elektromagnetische
Welle betrachtet. Das waren beides Vereinfachungen. Eigentlich besteht ”Licht” aus
einer elektrischen Welle (E) und einer magnetischen (é) Das Kreuzprodukt der roten
und der blauen Welle aus Fig. 10 ergibt die Welle in Fig. 5 aus Kapitel 2.1.7, da die

elektrische und die magnetische Welle immer senkrecht zueinander stehen.

Figure 10: Linear polariserte elektromagnetische Welle im Vakuum. Die Welle mit der
Wellenlédnge A breitet sich in z-Richtung aus, die elektrische Feldstdrke (in
blau) und die magnetische Flussdichte (in rot) stehen zueinander und zur
Ausbreitungsrichtung im rechten Winkel.

Bei der Polatisation von Licht sprich man von von der Polarisation von E. Tatsiichlich
werden E und B polarisiert. Die Polarisation von B erfolgt analog. Normaler Weise
wird Licht unpolarisiert ausgestrahlt oder emittiert. Gemeint ist damit, dass E (und
auch E), nicht in einer Ebene schwingen, sondern dass sich die Schwingungsebene (hier
fir E die xy-Ebene) willkiirlich rund um die Ausbreitungsrichtung wechselt. Will man
die Schwingungen des Feldvektors in einem bestimmten Zeitraum nun &hnlich wie in
Fig. 10 darstellen, so ergibt sich nicht einfach ein Doppelpfeil, sondern ein Biischel aus
solchen Pfeilen, wie in Fig. 1la zu sehen ist. In Fig. 10 sieht man nur die Halfte des
Doppelpfeiles bei E. Die andere Hilfte zeigt in die —y-Richtung.

Das Biischel aus Doppelpfeilen kann man nun zu einem paar Doppelpfeilen in Fig. 11b
vereinfachen, indem man jeden Pfeil in Fig. 11a in seine y- und z-Komponenten zerlegt.
Der Doppelpfeile stehen also fiir die Gesamtheit aller y-, resp. aller z-Komponenten. Im
Grunde haben wir das unpolarisierte Licht als Uberlagerung zweier polarisierter Wellen
beschrieben, deren Schwingungsebenen senkrecht aufeinander liegen.
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Figure 11: (a) Unpolarisiertes Licht besteht aus Wellen, deren elektrische Felder in
zufillige Richtungen zeigen. Die hier veranschaulichten Wellen bewegen sich
alle entlang der gleichen Achse (aus der Papierebene hinaus)und haben die
selbe Amplituden E. (b) Eine andere Darstellungsweise fiir unpolarisiertes
Licht: Die Strahlung ist eine Uberlagerung zweier polarisierter Wellen, deren
Schwingungsebenen senkrecht aufeinander stehen. Aus Halliday, 2013, S.737

Die analoge Uberlegung gilt fiir teilweise polarisiertes Licht, bei welchem das elektrische
Feld nur zu einem Teil die Richtung dndert. Dazu muss lediglich einer der beiden Dop-
pelpfeile aus Fig. 11b lédnger sein als der andere. Man unterscheidet zwischen zirkular
polarisiertem und elliptisch polarisiertem Licht. Gemeint wird damit, dass sich die Dop-
pelpfeile im Uhrzeiger- oder Gegenuhrzeigersinn um die eigene Achse drehen kann

Um unpolarisierte Licht in polarisiertes zu verwandeln, schickt man es durch eine po-
larisierende Schicht, einen Polarisationsfilter. Dieser besteht als langen Molekiilen, die
parallel zu einander angeordnet sind. Dadurch entsteht ein Gitter.

Ein Polarisationsfilter lasst die elektrische Komponente parallel zu
seiner Polarisationsrichtung durch, die Komponente senkrecht zu
dieser wird absobiert.

(Halliday, 2013, S.737)

Das elektrische Feld von polarisiertem Licht enthalt demnach nur noch die Komponen-
ten parallel zur Polarisationsrichtung. Das Licht wird linear polarisiert transmittiert
(durchgelassen). Die Komponenten senkrecht dazu wurden absorbiert (vgl. Fig. 12).
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Figure 12: Beim Durchgang durch einen Polarisationsfilter wird unpolarisiertes Licht
polarisiert. Aus Halliday, 2013, S.737

Die Intensitat transmittierten polarisierten Lichts Unter Intensitat versteht man in
der Anndherung etwas wie den zeitlichen Mittelwert der Energie einer elektromagnetis-
chen Welle.

Wird unpolarisertes Licht polarisiert, ist die Intesitat I des transmittierten Lichts:

1
I =1 2.
o 26)

Diese Halbierungsregel ist nur bei unpolarisiertem Licht giiltig, da hier die beiden Dop-
pelpfeile aus Fig. 11 gleich gross sind.

Nimmt man an, bereits polarisiertes Licht falle auf einen Polarisationsfilter, wie in Fig.
13 zu sehen ist, wird die Intensitat des transmittierten Lichts beschrieben durch:

I =Iycos? 6 (2.7)

Diese Kosinusquadratregel kann man anwenden, wenn das einfallende Licht bereits po-
larisiert ist. 6 zeigt, um welchen Winkel der einfallende Strahl zum Polarisationsfilter
verschoben ist (vgl. Fig. 13). 8

8Hallidday, 2013, S. 730, ff
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Figure 13: Polarisiertes Licht vor dem Eintritt in ein Polarisationsfilter. Das elektrische
Feld E kann in die Komponenten Ey (parallel zur Polarisationsrichtung) und
E. (senkrecht dazu) aufgelost werden. die Komponente EL wird von dem

Filter durchgelassen, die Komponente E; wird absorbiert. Aus Halliday, 2013,
S.738
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3 Material und Methoden

3.1 LSM

Das LSM wird in dieser Arbeit verwendet, um sich einen Uberblick iiber Oberflichenstrukturen
des Panzers von goldgldnzenden Rosenkéfern zu verschaffen. Ausserdem kann man mit

dem LSM in Kombination mit einem normalen Lichtmikroskop farbgetreue Ubersichtsfotos

mit einer gewissen Tiefenwirkung machen. Dazu wird der Deckfliigel, oder ein Stiick
davon auf Schaumstoff gebettet und unter das Mikroskop gelegt.

3.2 AFM

Mit dem AFM kann die Oberfliche von Praparaten genauer untersucht werden. Dabei
wird der Fokus auf Strukturen im Mirkometerbereich und mogliche Fliissigkeitsfilme auf
der Probe gelegt.

Der Deckfliigel eines goldglanzenden Rosenkéfers wird fir die Anwendung mit einem
Skalpell zerbrochen und ein kleines Stiick davon wird mit der Aussenseite nach oben
auf einen Probenteller geklebt. Anschliessend wird das Substrat im AFM untersucht.
Wichtig dabei ist, dass das AFM vor moglichen Erschiitterungen geschiitzt ist.

3.3 Cryo-Breaking

In diesem Versuch wird der Deckfliigel eines goldglanzenden Rosenkéfers so gebrochen,
dass eine moglichst glatte Bruchstelle entsteht, an welcher der Aufbau des Kéferpanzers
analysiert werden kann. Um dies zu erreichen, wird der Deckfliigel zuerst gefroren, sodass
er anschliessend zersplittert.

Als erstes werden Sicherheitsbrille und Stoffhandschuhe angezogen. Anschliessend wird
0.51 Fliissigstickstoff mit einer Temperatur von —196°C' in eine Schale geleert. Eine
Metallplatte wird in den fliissigen Stickstoff gelegt und das Skalpell hineingestellt. Mit
der Pinzette wird der Deckfliigel eines goldglanzenden Rosenkéfers nun 5 Minuten so in
den Stickstoff gehalten, dass er ihn von allen Seiten umgibt. Danach wird alles aus der
Schale entfernt. Der Deckfliigel wird auf der Metallplatte mit dem abgekiihlten Skalpell
gebrochen, indem das es langsam und fest nach unten gedriickt wird.

3.4 Sputtern

Mit dem Sputtern wird die Probe fiir das Mikroskopieren am REM, resp. das Schneiden
am FIB vorbereitet.



Ein Stiick eines Deckfliigels des goldglanzenden Rosenkéfers wird auf einen Probentel-
lergeklebt. Dort wo die Probe den Probenteller nicht bertihrt, wird vorsichtig Leitsilber,
eine Mischung als Losungsmittel und winzigen Silberpartikeln, dazwischen getupft, so
dass der Spalt zwischen Probe und Teller gefiillt wird. Anschliessend wird die Probe in
einen Sputter-Coater gelegt und so mit einer diinnen Edelmetallschicht iiberzogen.

3.5 REM

Mit diesem Mikroskop werden in meiner Arbeit sehr hochauflosende Schwarz-Weiss-
Bilder im Bereich von wenigen Mikrometern bis zu wenigen Nanometern gemacht. Damit
sollen mogliche Strukturen auf dem Kéaferpanzer oder in der Cuticula aufgeldst werden.
Bevor die Proben ins REM gelegt werden konnen, miissen sie besputtert werden (vgl.
Kapitel 3.4). Mochte man eine glatte Bruchstelle des Panzers untersuchen, so muss er
vor dem Fotografieren unter dem REM mittels des Cryo-Breakings gebrochen werden
(vgl. Kapitel 3.3).

3.6 FIB

Mit einem FIB sollen in meiner Arbeit Locher in die Probe geschnitten werden. Dies ist
von Nutzen, wenn man Nanostrukturen in der Oberfliche der Probe erwartet.
Voraussetzung fiir dieses Experiment ist das Sputtern. Die besputterten Fragmente des
Deckfliigels werden in das FIB gelegt. Die entstandenen Locher konnen anschliessend
entweder unter dem REM, oder am FIB selber, untersucht werden. Wichtig zu beachten
ist, dass beim Schneiden der Locher keine zu hohe Leistung verwendet wird. Ansonsten
werden die Seitenwande der Locher unscharf, resp. das Material ” zerlauft”.
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4 Resultate

4.1 LSM

In Fig. 14 wurde ein Stiick Deckfliigel mit einem kombinierten Laserlichtmikroskop
fotografiert. Man sieht einerseits die fiir den goldglanzenden Rosenkéfer charakteristis-
che griin bis gringelbe-griingoldene Farbung. Andererseits sind Flissigkeitstropfen auf
dem Panzer zu erkennen. Das Bild zeigt einen 200-fach vergrosserten Ausschnitt des
Kaferpanzers. Die einzigen erkennbaren Strukturen sind Poren.

Figure 14: Uberlagerung Laser- und Lichtmikroskopbild: Deckfliigel bei 200-facher
Vergrosserung

Nanostrukturen sind erst in Fig. 15 bei 400-1’000-facher Vergrosserung zu erkennen.
Unter dem Lichtmikroskop besteht der Panzer aus vielen kleinen Kugeln und das Bild
erscheint unscharf (vgl. Fig. 15a). Dies ist vor allem in Fig. 15a9 ersichtlich. Uberlagert
man das Bild zusatzlich mit dem Laserreflexionsbild (vgl. Fig. 15), ist der Panzer eher
schuppenartig aufgebaut. Dieser Eindruck wird bei einer Vergrosserung in Fig. 15b
verstarkt.

In Fig. 16 wurde ein anderes Stiick des Panzers analysiert. Die Bilder zeigen nur die
Laserreflexion. Wieder ist die schuppenartige Struktur deutlich erkennbar. Diese Schup-



pen haben einen Durchmesser von etwa 7-10um (vgl. Fig. 16b). Man sieht zudem, dass
sich diese Struktur iiber den ganzen Panzer zieht und mehr oder weniger gleichmassig
aufgebaut ist.

Figure 15: Lichtmikroskop: (a;) Deckfliigel bei 400-facher Vergrosserung, (ag) bei

1’000-facher Vergrosserung; U’berlagerung Laser- und Lichtreflexion: (by)
Deckfliigel bei 400-facher Vergrosserung, (bg) bei 1’000-facher Vergrosserung
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Figure 16: Laserreflexion: (a) Deckfliigel bei 400-facher Vergrosserung, (b) bei 1°000-
facher Vergrosserung
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4.2 AFM

In Fig. 17 und Fig. 18 wurde derselbe Bereich im Phasenkontrastmodus untersucht. In
Fig. 17 wurde die Phasenveranderung der Grundschwingung des Cantilevers gemessen.
In den Bildern Fig. 17a und Fig. 17b sind Bereiche, bei welchen die Phasenverschiebung
grosser wurde, hell eingefarbt und Bereiche mit geringerer Phasenverschiebung dunkel.
Dies deutet auf unterschiedliche Bereiche hin, z.B. auf ein weicheres Medium wie Wachs.
Fig. 17a zeigt einen Bereich des Deckfliigels bei 2’500-facher Vergrosserung. Die Kan-
tenlange des Bildes entspricht 40.0um. Ein Bereich aus Fig. 17a wurde bei 6’600-
facher Vergrosserung genauer untersucht (vgl. Fig. 17b). Die Kantenldnge dieses Bildes
entspricht 15.0pm.

1
00 3: Phase 400 pm 00 3: Phase 150um

Figure 17: Aufnahme durch Messung der Phasenverdnderungung das Cantilevers;
Deckfliigel bei (a) 2’500-facher Vergrosserung, (b) bei ~6’700-facher
Vergrosserung

Die Bildern Fig. 18a und Fig. 18b zeigen, im Gegensatz zu Fig. 17, die Verdnderung der
Hohe: Gibt es eine Vertiefung in der Oberfliche, kann der Cantilever weiter nach unten
schwingen und umgekehrt. Dementsprechend sind in Fig. 18a und Fig. 18b erhchte
Bereiche hell und Vertiefungen dunkel eingefarbt.

Fig. 18a zeigt den selben Ausschnitt wie Fig. 17a ebenfalls bei 2’500-facher Vergrosserung.
Die Kantenlinge des Bildes entspricht wieder 40.0um. Fig. 18b zeigt die gleiche
Vergrosserung wie Fig. 17b wiederum bei 6’600-facher Vergrésserung und einer Kan-
tenlang des Bildes von 15.0pm.
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Figure 18: (a)Dreidimensionales Thopographiebild von Fig 17b; (b) Dreidimensionale
Darstellung des Phasenbildes Fig 17b
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Figure 19: Deckfliigel bei: (a) 1’500-facher Vergrosserung, (b) 6°000-facher Vergrésserung

In Fig. 19 ist der Deckfliigel des Kéfers bei Fig. 19a 1°500-facher und bei Fig. 19b
6’000-facher Vergrosserung zu sehen. Dabei sind kleine Rillen deutlich erkennbar, welche
sich musterartig iber den Panzer ziehen. Dieses Muster ist auch an anderen Orten auf
dem Panzer zu finden. So weisen Kopf (Fig. 20a) und Beine (Fig. 20b) bei 1’300-facher
Vergrosserung ein dhnliches Muster auf. Jedoch ist das Muster nicht tiberall auf dem
Panzer identisch. Dementsprechend scheint es sich bei Fig. 20b deutlich um Schuppen zu
handeln, wohingegen in Fig. 19 und in Fig. 20a eher von Rillen die Rede ist. Auch gibt
es Differenzen zwischen Fig. 19 und Fig. 20a. Besagte Rillen sind in Fig. 20a grosser
zu sein als in Fig. 19. Dies ist vor allem in Fig. 19b deutlich zu erkennen, wo man diese
Rillen deutlich sehen kann. Diese sehen dort wie kleine, regelméssige Risse im Panzer
aus. Auch wenn man Fig. 19a mit Fig. 20a vergleicht, erkennt man, dass die Rillen in
Fig. 20a grosser sind, denn beide Bilder zeigen Ausschnitte in der gleicher Vergrosserung.

Mehr Aufschluss iiber Nanostrukturen geben die Bilder Fig. 21 und Fig. 22. Bei beiden
wurde der Querschnitt des Deckfliigels fotografiert. Fig. 21 zeigt einen Ausschnitt bei
10’000-facher Vergrosserung und Fig. 22 bei rund 28’400-facher Vergrosserung. Dabei
wird folgendes klar: Die obersten 10-20um des Panzers sind aus vielen diinnen Schichten
aufgebaut, wobei eine solche Schicht zwischen 100nm und 200nm dick ist.
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Figure 20: (a) Kopfpanzer bei 1’300-facher Vergrosserung; (b) Beinpanzer bei 1°300-
facher Vergrésserung
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T |
WD det | mode| mag HV HFW | =——5um-——
[15.2mm|ETD| SE [10000 x| 5.00 kV [29.8 um | Nova NanoSEM 230

Figure 21: Querschnitt des Deckfliigels bei 10’000-facher Vergrosserung
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6/12/2018 WD det |mode| mag HV HFW —_—2 ym—
4:34:42 PM [13.0 mm |ETD| SE |28 356 x| 5.00 kV [10.5 ym| Nova NanoSEM 230

Figure 22: Querschnitt des Deckfliigels bei ~28’400-facher Vergrosserung
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4.4 FIB

In Fig. 23a wurde bei 2’000-facher Vergrosserung ein 39.11um tiefes Loch ein den
Deckfliigel geschnitten. Dabei ist eine rohrchenartige Struktur aufgetaucht, welche sich
von oben nach unter durchzieht. Bei 8'000-facher Vergrosserung ist in Fig. 23b zu sehen,
wie der Chitinpanzer aufgrund zu hoher Spannung zerlief. Auch sind Einschusslécher
rund um das Loch und die Réhrchenstruktur klar definierbar (vgl. Fig 23a).

Figure 23: Aufnahme am FIB: (a) 2°000-fache Vergrosserung mit durch Ionen verursachte
Einschusslochern, (b) 8’000-fache Vergrosserung

Die Kante eines anderen Loches ist in Fig. 24 zu sehen. Diese wurde im Nachhinein
mit einer tiefen Spannung glattpoliert, um die Effekt des Zerlaufens zu umgehen. Schon
bei 10’00-facher Auflésung ist zu erkennen, dass sich zuoberst im Panzer eine diinne
Schicht befindet. Dieser Eindruck wird in Fig. 24b bei 100°000-facher Vergrdsserung
verdeutlicht. Diese diinne oberste Schicht ist zwischen 30nm und 100nm dick zu sein.
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Figure 24: Aufnahme am FIB: (a) 10’000-fache Vergrosserung, (b) 100°000-fache
Vergrosserung
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der verschiedenen Mikroskope

Die Resultate zeigen die unterschiedlichen Untersuchungsmoglichkeiten der verschiede-
nen Mikroskope auf. So war unter einem herkémmlichen, optischen Mikroskop von einem
Aufbau des Kaferpanzers aus vielen, kleinen Kugeln die Rede, wohingegen das LSM einen
schuppenartigen Aufbau liefert. Untersuchungen am REM bestétigten diesen schuppe-
nartigen Aufbau teilweise, weisen aber auf eine eher rillenférmige Struktur hin.

AFM und FIB konnten keine dieser Strukturen des Kéaferpanzers widerlegen oder be-
weisen. Dies hatte verschiedene Griinde: Die Auswertung der Resultate des AFM’s
sind sehr kompliziert. Die Vertiefungen und Erhohungen erkennt man im Hoéhenbild,
es ist aber schwierig anhand der Grosse der Phasenverschiebung (heller oder dunkler
Kontrast in Fig. 17) zu erkennen, ob das Material weicher oder hérter, steifer oder
elastischer ist. Der Grund ist ein komplexes Zusammenspiel von verschiedenen Wechsel-
wirkungen zwischen Spitze und Oberflache wie beispielsweise Adhésion (Anhangskraft
zwischen Fliissigkeit und Festkorpern), Elastizitét oder Elektrostatik. Allerdings gibt es
noch weitere Arten der Wechselwirkung®*!V. Dazu kommt, dass die Schichtstruktur der
Kaferoberflache, die ich tatséchlich untersuchte und man nur im Querschnitt analysieren
konnte, fiir das AFM gar nicht zugénglich waren.

Am FIB hatten wir eine zu hohe Ionenstrahlspannung fiir das Schneiden der Probe einge-
setzt, um Zeit zu sparen. Dies fiihrte dazu, dass die Schnittflache wie Eis in der Sonne
zerlief (vgl. Fig. 23b). Allerdings hitte das Schneiden bei optimaler Spannung min-
destens vier Stunden gedauert. So kamen auch hier nicht wirklich brauchbare Resultate
zustande.

Das LSM lieferte aufschlussreiche Bilder. Jedoch ist die Auflésung nicht hoch genug,
um eindeutige Aussagen iiber Nanostrukturen zu machen. Dies ist daran gut zu erken-
nen, dass in Fig. 16 der Eindruck einer schuppenartigen Struktur entsteht, wihrend
dieser Eindruck unter dem REM nicht mehr so deutlich erscheint.

Die aufschlussreichsten Resultate liefert das REM. Durch die kleine Wellenlange des
Elektronenstrahls kann eine unglaublich hohe Auflosung erreicht werden (vgl. Fig.
22). So konnte die oberste Schicht der Cuticula aufgelost werden. Auch Analyse der
Oberflache lieferte exakte Ergebnisse und eine rillenartige Struktur kam in Fig. 19 und
Fig. 20 zum Vorschein.



5.2 Interpretation der Resultate

Der Schliissel zur Entstehung der Farbe des Kafers liegt in der Struktur, welche in Fig.
21 und Fig. 22 in Kapitel 4.3 gezeigt wird und nicht, wie von mir angenommen, sich
auf, sondern in der Oberfliche des Panzers befindet. Diese diinnen Schichten bestehen
aus parallel angeordneten Chitinfasern. Dr. Bodo Wilts, Physiker von der Universitat
Freiburg, hat in seiner Arbeit bewiesen, dass diese Schichten gegeneinander verdreht
sind und ein Polarisationsfilter bilden, wie in Fig. 25 zu sehen ist. So soll linkspolar-
isiertes Licht entstehen, welches durch anschliessende Interferenz die irisierende Farbe
des Panzers mache.!

In Fig. 21 aus Kapitel 4.3 geht hervor, dass der Polarisationsfilter 10-20pum dick ist.
In Fig. 22 sieht man, dass der Filter zu etwa % aus Chitin besteh und zu % aus Luft
oder Vakuum (helle und dunkle Streifen in Fig. 22). Chitin hat einen Brechungsindex
von ~1.6%XV. Nimmt man den ganzen Filter als einen homogene Schicht an mit einem
Brechungsindex n = 1.48 (% -1+ % - 1.6 = 1.48) und mit einer mittleren Dicke von
d = 15um, nimmt fiir A 650nm, da das die Wellenléinge von griin istX**VI und setzt dies
in Gl. 2.5 fiir konstruktive Interferenz ein:

6.5-10"7

2.15-107° =
TR

(5.1)

So ergibt sich m = 68.3. Die Phasenverschiebung der beiden Lichtstrahlen betrigt dem-
nach weder ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenldnge noch der halben Wellenlange.
Es kommt also nicht zur konstruktive oder destruktiven Interferenz, sonder zu einem
Mix dazwischen und der Kéaferpanzer scheint in mittel-hellem Griin. Ist der Filter etwas
dicker oder diinner oder von einem anderen Blickwinkel beobachtet, kann fiir der Far-
beindruck variieren.

Tatsachlich besteht die oberste Schicht des Panzers aber aus vielen sehr diinnen Schichten.
Dementsprechend wird das Licht mehrmals gebrochen und reflektiert und die Farbe des
Panzers ist eine Uberlagerung von vielen Lichtstrahlen.

Figure 25: Die Schichten aus Chitinfasern sind alle parallel zur Cuticula, sind aber
gegeneinander verdreht und bilden so ein Polarisationsfilter

MWilts, 2017
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5.3 Fehleranalyse

Obschon in Kapitel 4.3 die diinnen Schichten aus Chitinfasern gefunden wurden, ist noch
nicht bewiesen, dass diese tatséchlich als Polarisationsfilter wirken. Dazu sind weit-
ere Untersuchungen notig. Auch ist die Anordnung der einzelnen Chitinfaserschichten
zueinander, wie sie im vorhergehenden Kapitel beschrieben worden ist, nicht bewiesen.
Somit ist die Polarisation des Lichtes am Panzer unbewiesen.

Jedoch ist stark von einer Polarisation auszugehen, da der Panzer je nach Blickwinkel
eine verschiedene Farbe aufweisst, was bei bei Farben, welche nur durch Farbpigmente
verursacht werden, definitiv nicht der Fall wére. Liese man unpolarisiertes Licht in-
terferieren, so hétte der Panzer bei konstanter Dicke nur eine Farbe, welche je nach
Blickwinkel dunkler oder heller ware.

Auch kann die rillenartige Struktur auf der Oberfliche des Panzers, welche unter dem
LSM, vor allem aber unter dem REM, gesehen worden ist, einen Einfluss auf die Far-
bentstehung haben. Dies ist aber unwahrscheinlich, da diese Struktur nicht iiberall auf
dem Panzer anzutreffen ist. Moglich wére es aber dennoch. Um dies zu kldren, miisste
man einen Ausschnitt des Panzers mit besagter Struktur und einen ohne nochmals
genauer untersuchen.

5.4 Schlussfolgerung

Meine Arbeit zeigt einen guten Uberblick iiber die Nano- und Mikrostrukturen des Panz-
ers und tiber physikalische Eigenschaften des Panzers (Farbe, Struktur, chemische Un-
terschiede, Tiefenprofil). Dies wurde durch Kombination verschiedener Mikroskoiemeth-
oden ermittelt.

Jedoch scheint sich das REM am besten eignet, um nach Nanostrukturen auf Oberflachen
zu suchen, da die Auflésung sehr hoch und die Interpretation der Bilder einfach ist.

Ausserdem deutet alles auf einen Zusammenhang zwischen Schichtstruktur, Interferenz

und Farbgebung hin. Das und mogliche Polarisationseffekte muss noch bewiesen, resp.
weiter untersucht werden.
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