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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sensorik und Textur

Lebensmittel weisen gegenuber der Mehrheit anderer Stoffe die Besonderheit auf,
dass sie ihrer Bestimmung nach fir den menschlichen Verzehr als flissige, pastdse
oder feste Stoffe produziert und als Nahrung verzehrt werden.

Wenn man bedenkt, dass Lebensmitteln aus den gleichen Rohstoffen bestehen, ist
es faszinierend, dass sie je nach Bestandteile und Bearbeitungsprozesse
unterschiedliche Strukturen und Texturen aufweisen.

Die Qualitat eines Lebensmittels wird durch grundlegende Stoffeigenschaften, wie

Festigkeit, Elastizitat, Viskositit und Plastizitat'?>

, verkorpert, die der Mensch mit
seinen Sinnen erfassen kann. Farbe, Form, Geruch, Geschmack und Textur stellen
die wichtigsten sensorischen Qualitatseigenschaften eines Lebensmittels dar.* Diese
Eindriicke beeinflussen die Akzeptanz des Lebensmittels beim Menschen.’
Polysaccharide, Proteine und Lipide sind wichtige , Texturogene“® von Lebensmitteln,
was bedeutet, dass die Textur vor allem Bedeutung bei Lebensmitteln hat, die reich
an Kohlenhydraten, Proteinen oder Fetten sind.

Beim Abbeil3en, Kauen und Schlucken werden das Fliel3- und Deformationsverhalten
von Lebensmitteln durch die Sinnesorgane des Menschen registriert’ und die Textur
durch die wahrgenommenen Eigenschaften bewertet. Der Gesichts- und Sehsinn
erfassen das AuRere eines Lebensmittels, der Gehdrsinn die Gerdusche, die beim
Brechen oder Kauen entstehen, Geschmack- und Tastsinn die Konsistenz, Festigkeit
und Textur, und der Geruchsinn entscheidet iiber die Akzeptanz der Lebensmittel.®
Da die Geschmacker aber bekanntlich verschieden sind und der Mensch ein sehr
subjektives ,Messinstrument® darstellt, werden Methoden gesucht, um die Analyse
der Struktur und Akzeptanz von Lebensmitteln zu objektivieren. Auf der einen Seite
gelingt das durch die Schulung des als ,Messinstrument* dienenden Menschen®, auf
der anderen Seite wird versucht, den Menschen durch Gerate zu ersetzen, um eine

«8

»Absolutqualitat”™ der Lebensmittel zu erhalten.
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1.2 Geschichte der Elektronenmikroskopie, konfokalen
Mikroskopie und Rasterkraftmikroskopie bei Lebensmitteln

Der Erfindung des Elektronenmikroskops gingen viele Entdeckungen voraus: 1673
hat Antoni van Leeuwenhoek das erste, einfache Lichtmikroskop erfunden, 1677
baute Robert Hooke das erste Durchlichtmikroskop, und 1897 wurde von Sir J. J.
Thomson das Elektron entdeckt. Prinz de Broglie definierte 1924 die Wellennatur und
Wellenlange von Elektronen, zwei Jahre spater publizierte H. Busch seine
Forschungsergebnisse Uber die Bewegung von Elektronen in magnetischen Feldern,
die bewiesen, dass ein magnetisches Feld als Linse zum Fokussieren von
Elektronen dienen kann.

Die alteste Rastersondenmikroskopietechnik ist die, 1982 von Gerd Binnig und
Heinrich  Rohrer vom  IBM-Forschungslaboratorium  Zlrich  entwickelte,
Rastertunnelmikroskopie.® Fir die Entwicklung dieses damals komplett neuen Typs
von Mikroskop, der ohne Linsen, Photonen oder Elektronen funktioniert, sondern wo
die Probenoberfliche durch automatisches Scannen abgetastet wird'®, erhielten
Binnig und Rohrer 1986 den Nobelpreis fiir Physik.""'? Im gleichen Jahr wurde auch
Ernst Ruska vom Fritz-Haber-Institut in Berlin fur den Bau des ersten
Transmissionselektronenmikroskops (TEM) in den 30er Jahren der Nobelpreis flr
Physik verliehen.

Max Knoll vom Hochspannungsinstitut der Technischen Hochschule in Berlin bewies
1935 die Theorie vom Rasterelektronenmikroskop (REM). Das erste, dem heutigen
ahnelnden REM wurde 1942 bei der Radio Corporation of America von Vladimir
Zworykin, James Hillier und Gerald Snyder entwickelt. Zwischen 1948 und 1952
wurde diese Bauart des Rasterelektronenmikroskops von Oatley, McMullan und
Smith von der Universitat Cambridge verbessert.

Obwohl das konfokale Laserraster-Mikroskop (CLSM: confocal laser-scanning-
microscope) 1957 von Minsky erfunden wurde'?, dauerte es bis in die 80iger Jahre,
bis die Technik verbreitet war und man sie genutzt hat. Das Neue daran war, dass
bei CLSM nur immer ein Punkt abgebildet wird, wahrend bei der Lichtmikroskopie die

ganze Probe beleuchtet wird."

Die Analyse von Lebensmitteln mittels Mikroskopietechniken begann im 19.
Jahrhundert, als Arthur Hassall 1850 gezeigt hat, dass es mdoglich ist, mit dem

Mikroskop Spuren von Chicorée in gemahlenen Kaffee nachzuweisen. Er erregte
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damit Aufsehen, weil es bis dahin weder mit analytischen chemischen Methoden
noch mit anderen Maoglichkeiten maoglich war, Verunreinigung in Lebensmitteln zu
entdecken. Nach weiteren Versuchen identifizierte er nicht nur Chicorée, sondern
auch Weizen-, Bohnen- und Eichel-Bestandteile in gemahlenem Kaffee.

1930 haben Winton und Winton vier grolle Bande Uuber die Struktur von
Lebensmitteln unter dem Titel ,The Structure and Composition of Foods* (Vol. I-1V)
herausgegeben, wo sie einige praktische Details zum Mikroskopieren geben. 1923
publizierte Wallis sein Buch ,Analytical Microscopy: its Aims and Methods in Relation
to Foods, Water, Spices and Drugs®, welches sehr beliebt war, weil der Autor darin
Methoden zur Praparation der Lebensmittel fir die Mikroskopie und zur
Kontrastverbesserung beschreibt."*'®> Er geht auch auf das Thema ,Kaffee und
Chicorée® ein und beschreibt, dass es sehr schwer ist, diese beiden Substanzen
auseinanderzuhalten, aber dass es Praparationsmethoden gibt, mit denen es gelingt,

die Bestandteile zu trennen bzw. auseinanderzuhalten.

Durch die Entwicklung des Lichtmikroskops war es maoglich, Lebensmittel nach
Verfalschungen zu untersuchen, doch die Lichtmikroskopie allein reichte manchmal
nicht aus, daher waren Wissenschaftler gefordert, nach anderen Mdglichkeiten zu
suchen. Dies gelang, als das erste Transmissionselektronenmikroskop (TEM) auf
den Markt kam. Im Gegensatz zur 1000-fachen Vergro3erung eines Lichtmikroskops,
konnte mit der neuen Technologie 10000-fach vergroRert werden. VergrofRerung
heil3t aber nicht automatisch, dass man Bilddetails damit immer verbessern konnte.
AulRerdem war es sehr kompliziert, Lebensmittel mit der neuen Technik zu
praparieren und zu untersuchen. Aus diesen Problemen heraus wurde das
Rasterelektronenmikroskop (REM) entwickelt, welches dreidimensionale Bilder schuf.
Das Problem der beiden Techniken ist die Probenvorbereitung, mit der sich
Wissenschaftler seit 1968 beschaftigen. Seit daher wurden mehrere Techniken und
Verbesserungen entwickelt, die zur Strukturaufklarung der Lebensmittel einen

groRRen Beitrag leisteten.
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1.3 Grundlagen der Elektronenmikroskopie, der konfokalen

Mikroskopie und der Rasterkraftmikroskopie

1.3.1 Elektronenmikroskopie

In der Elektronenmikroskopie unterscheidet man zwei Geratetypen, die
Durchstrahlungselektronenmikroskope (TEM; transmission electron microscopy) und
die Rasterelektronenmikroskope (REM; scanning electron microscopy, SEM). Sie
arbeiten nach unterschiedlichen Prinzipien, haben aber eine Reihe von Bauteilen und
Technologien gemeinsam: eine, auf Hochvakuum ausgepumpte Saule mit
Vakuumanlage, ein Elektronenstrahlerzeugungssystem und elektromagnetische
Linsen. Die gemeinsame Technologie, die dahintersteckt, ist, dass bei beiden Typen
die Wechselwirkung zwischen Elektronenstrahl und Objekt genutzt wird, um
Informationen und Erkenntnisse Uber die Probe zu bekommen, und dass sowohl bei
Durchstrahlungselektronenmikroskope, als auch bei Rasterelektronenmikroskope die

Untersuchung des Objekts im Hochvakuum erfolgt."”

1.3.1.1 Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Die Durchstrahlungselektronenmikroskopie (Transmissionselektronenmikroskopie)
arbeitet nach dem gleichen Prinzip wie das Lichtmikroskop, nur dass Elektronen
anstatt von Licht verwendet werden. Das Objekt wird mit Elektronen durchstrahlt, und

es kommt zur Erzeugung eines Bildes.

1.3.1.2 Rasterelektronenmikroskop (REM)

Im Gegensatz zur Transmissionselektronenmikroskopie  wird bei  der
Rasterelektronenmikroskopie ein  zeitsequenziertes Bild, das auf einem
Monitorbildschirm zeilenweise ,geschrieben® wird, erzeugt. Der Vorgang findet im
Hochvakuum statt, um Wechselwirkungen mit Atomen und Molekilen in der Luft zu
vermeiden. Es wird zwischen Kathode und Anode Hochspannung (1-30 keV)
angelegt, und ein fein gebundelter Elektronenstrahl rastert die Probenflache ab.

Es gibt verschiedene Detektoren, die je nach Fragestellung unterschiedliche Signale

registrieren. Meist werden Sekundarelektronen als Signal verwendet. Diese werden
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vom Sekundarelektronendetektor registriert. Werden auf der Probenoberflache viele

Sekundarelektronen herausgeldst, so erscheint der Punkt am Bildschirm hell.'®

1.3.2 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM)

Anders als bei der konventionellen Mikroskopie, in der das Objektfeld als Ganzes
ausgeleuchtet wird, wird bei der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie durch
Einbringen einer llluminationslochblende nur ein scheibenférmiger Objektbereich
beleuchtet und das Objektfeld Punkt flir Punkt und Zeile flr Zeile abgerastert. Dies
fuhrt zu weniger Streulicht aus benachbarten Objektbereichen und erhdht somit die

Scharfe und den Kontrast des resultierenden Bildes."®

1.3.3 Rasterkraftmikroskopie (RKM)

Bei der RKM tastet eine feine Spitze (Sonde) die zu untersuchende Oberflache in
geringen Abstinden ab."' Beim Abtasten wirken zwischen der Spitze und Probe
Krafte, die die Spitze je nach Probenoberflache auslenken.?

In der nachfolgenden Abbildung ist ein Rasterkraftmikroskop, welches auf einem
Lichtmikroskop befestigt ist, schematisch dargestellt. Der Laserstrahl wird durch ein
Prisma auf den Nadelhalter geleitet und das reflektierte Licht durch einen Spiegel auf
das Messfeld gelenkt.

Mikroskop-
Objektiv

Prisma Laser

N T

—

: N
Messfeld Nadel g

Abbildung 1: Schema eines Rasterkraftmikroskops
(Quelle: Magonov, S.N. und Whangbo, M.-H. (1996).%")
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1.4 Zusammensetzung und wichtige Strukturelemente der
untersuchten Lebensmitteln

Lebensmittel haben unterschiedliche Bestandteile und somit auch verschiedene
Eigenschaften. Die Hauptbestandteile unserer Nahrung sind Wasser, Proteine,
Lipide, Kohlenhydrate und Mikronahrstoffe wie Vitamine und Mineralstoffe.

Entscheidend fur die Textur der Produkte sind ihre Strukturelemente. Diese ergeben
dann die ,Architektur® der Mikro- und Makrostruktur. Veranderungen in der Struktur
konnen zu Veranderungen in der Textur, im Geschmack und in den
ernahrungsphysiologischen Eigenschaften und zu Wechselwirkungen zwischen den

Komponenten fuhren.

Milch und Milchprodukte:
Milch
Milch ist ein ,aus den Milchdrisen weiblicher Saugetiere wahrend der Laktation

“22 und stellt eine Fett-in-Wasser-Emulsion dar®.

abgesondertes Sekret
Die Zusammensetzung von Kuhmilch findet sich in Tabelle 1. Neben Proteinen, Fett,
Mineralstoffen und Kohlenhydraten finden sich auch Vitamine, Enzyme und andere

stickstoffhaltige Substanzen in der Milch.??

Tabelle 1: Zusammensetzung der Kuhmilch

Wasser [%] 83-88
Kohlenhydrate [%] 4-6
Fett [%] 3-5
Proteine [%] 3-4
Mineralstoffe [%] 0,7-0,9

(Quelle: Franzke, C. (1996). Allgemeines Lehrbuch der Lebensmittelchemie. B. Behr’'s Verlag
GmbH& Co. S. 420.%%)

Anm.: Die Zusammensetzung bezieht sich auf das Lebensmittel im Allgemeinen.

Die Hauptstrukturelemente der Milch sind Casein-Mizellen, Fettkigelchen,
Molkenproteine und Lipoprotein-Partikel.?*

Casein stellt fast 80% der Proteine in Milch dar und besteht aus vier Fraktionen:
asi1—, dsz— P— und k—Casein. Caseine haben einen hohen Gehalt an Prolin und
Phosphor, der als Phosphat-Gruppe mit der Hydroxy-Gruppe der Aminosaure Serin

verestert ist. Uber die Phosphoseryl-Reste kénnen bei den o- und p-Caseinen
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Bindungen mit Kalzium aufgebaut werden. Das «k-Casein hat nur einen
Phosphoseryl-Rest, ist wie ein Emulgator aufgebaut und dient zur Stabilisierung der
Casein-Mizelle.

In Kombination mit kolloidalem Kalziumphosphat (CCP) wird das Gebilde Casein-
Mizelle genannt. Das k-Casein befindet sich an der Oberflache der Casein-Mizelle
zwischen den hydrophoberen o- und p-Caseinen und dem Wasser der Milch. Wird
das k-Casein durch das Enzym Lab gespalten, entsteht ein Gel.

Es existieren vier verschiedene Modelle zur Erklarung dieser Casein-Mizellen. Im
Mantel-Kern-Modell bilden o~ und B-Caseine die Kerne, die durch Kalzium-lonen und
kolloidales Kalziumphosphat verbrickt werden, und k-Casein den Mantel. Das
Internal-Structure-Modell stellt die Mizelle als fadiges Netzwerk dar, wobei k-Casein
Knoten bildet, die miteinander verbunden sind und in denen die a- und B-Caseine
eingelagert sind. Im Submicellen-Modell setzt sich eine Casein-Mizelle aus Casein-
Monomeren zusammen, und die Caseine kommen in einem bestimmten Verhaltnis
vor. Die Casein-Submicellen beinhalten zwei verschiedene Typen, einen Typ mit und
einen Typ ohne k-Casein. Ein viertes Modell beschreibt die Casein-Mizelle als
Aggregat einzelner Casein-Molekiile.*

Drei Mechanismen halten das Casein-Molekll zusammen: Casein-Verbindungen
zwischen hydrophoben Regionen auf dem Protein und zwischen Regionen mit
hohem Gehalt an hydrophoben CCP und CCP-Verbindungen zwischen
Caseinen.?®>%

Die Casein-Mizellen haben einen Durchmesser von 0,02 bis 0,30 uym und liegen in
flussiger Form als Suspension vor, das heildt, dass sich feste Partikel in einer
flussigen, kontinuierlichen Phase befinden. Die restlichen 20% der Proteine in Milch
sind Milchserumproteine (Molkenproteine), wie zum Beispiel a-Lactalbumin, f-
Lactoglobulin, Rinderserumalbumin und Peptide, die durch Proteolyse aus den
Caseinen entstanden sind. Bei Molkenproteinen handelt es sich um globulare und
hitzelabile Proteine. B-Lactoglobuline sind hydrophobe Milchproteine, die aber in
Wasser |6slich sind, weil ihre Hydrophobie von der Sekundarstruktur verborgen wird.
Wenn ihre Sekundarstruktur zum Beispiel durch Erhitzen zerstort wird, werden die
hydrophoben Stellen frei und bilden mit Kalzium Komplexe.?*

Die Anhaufung von Casein-Mizellen kann durch Saurebildung, Erhitzung, Beigabe

von Kalzium, Ethanol oder Hydrokolloiden, Lab, Luft und Gefrieren verandert werden.
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Beim Erhitzen von Milch fallen die Caseine aus, es entsteht ein Milchhautchen aus
Albuminen und Globulinen. Das ag¢-Casein ist ein globulares Molekul, dem die
Aminsosaure Cystein fehlt. Das asz-Casein besitzt eine dipolare Struktur. a-Caseine
sind mit Kalzium-lonen fallbar. B-Caseine haben einen polaren Kopf und einen
unpolaren Schwanz. Spaltet man k-Casein, bricht die Micelle zusammen und die
mizellare Suspension wird zu einem Gel, das heif3t die Milch gerinnt.

Durch Pasteurisation von Milch (15 bis 20 Sekunden bei 72 bis 75°C) werden nur die
vegetativen Mikroorganismen abgetotet. Bei einer Temperatur Uber 70°C
denaturieren die Molkenproteine und interagieren untereinander und mit Casein-
Mizellen Uber hydrophobe Bindungen und Disulfid-Bindungen. Ultrahocherhitzte
Lebensmittel (Sterilisation flr 4 bis 15 Sekunden bei 135 bis 150°C) tétet auch die

sporenbildenden Mikroorganismen ab."’

Fettklgelchen stellen in Milch die disperse Phase dar und sind von einer Lipoprotein-
.Membran“ umgeben. Die meisten Fettsduren im Milchfett haben Kettenlangen
zwischen C4 (Buttersaure) und C4g (Stearinsaure). Milchfett besteht zu 65% aus
gesattigten Fettsduren und 30% aus einfach ungesattigten Fettsauren und 4% aus
mehrfach ungesattigten Fettsauren.

Milchfettkristalle kénnen sich in Nadeln, Plattchen oder polymorphen Formen (zum
Beispiel a, B und B°) ausbilden. Der a-Zustand stellt ein hexagonales, der B-Zustand

ein monoklines und der B’-Zustand ein orthorhombisches Kristallsystem dar.®

Laktose ist ein Disaccharid aus D-Glucose und D-Galactose, die durch p-1,4-
Verbindungen verknupft sind, und kann in kristalliner und amorpher Form auftreten.
Kristalline Laktose existiert in zwei Kristallformen, in a-Hydrat und in der wasserfreien
B-Form. Amorphe Laktose ist hygroskopisch und beginnt ab einem Feuchtegehalt
von 8% zu kristallisieren.

In der Milch kommen auch Salze, vor allem Natrium- und Kaliumchlorid, und das

Mineral Kalzium besonders in Form von Kalziumphosphat vor.

Milchpulver
Milchpulver wird durch Eindampfen von Milch gewonnen. Dazu wird Milch

pasteurisiert, vorkonzentriert, und das Wasser wird danach durch Walzen- oder

Spruhtrocknung verdampft.
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Anwendung findet Milchpulver bei der Herstellung von Milchschokolade und

Sauglingsnahrung®.

Joghurt
Als Joghurtbakterien werden meistens Streptococcus thermophilus und Lactobacillus

bulgaricus verwendet.'®® Lactobacillus bulgaricus bauen Proteine zu Peptide ab,
welche Streptococcus thermophilus zur Produktion von Saure und Acetaldehyd nutzt.
Die Casein-Mizellen bilden ein dreidimensionales Netzwerk aus, was zur Gelbildung
filhrt, das heiRt, dass die Milch koaguliert bzw. gerinnt.'®*’

Die Hierarchie bei Gelen in Bezug auf ihre Strukturelemente ist folgende: Monomer,

Polymer, Faser, Gel-Netzwerk, zum Beispiel Joghurt.?’

Kase
Kase ist ein ,aus Milch, Sahne, teilweise oder vollstandig entrahmter Milch,
Buttermilch, Ziegenmilch, Schafsmilch oder aus Gemischen dieser Flissigkeiten,
gegebenenfalls unter Verwendung von Molke, Wasser, Kochsalz, Pilz- und

Bakterienkulturen, durch Sauerung oder Zusatz von Lab“%?

gewonnenes Gemisch.
Die verschiedenen Kasesorten ergeben sich vor allem durch den verschiedenen
Gehalt an Wasser bzw. Fett.

Die Mikrostruktur von Frischkase kann als eine saure, durch Proteine stabilisierte
O/W-Emulsion gesehen werden. Dadurch ergibt sich eine streichfahige Konsistenz.
Die Struktur von Hartkase besteht aus einem dichten Casein-Netzwerk, in dem einige
kristalline Milchfettkiigelchen inkludiert sind.’®” Bei der Herstellung von Hartkase sind
die Fermentation von Laktose zur Milchsaure, die Koagulation von Casein durch Lab
und Saure, die Bildung eines Protein-Fett-Netzwerks und die Reifung von
Bedeutung. Zwei wichtige Parameter dabei sind der Gehalt an Kalzium, der die

Casein-Mizellen beeinflusst, und die Temperatur, die die Festigkeit steuert.'®

Cottage Cheese

Cottage Cheese ist ein Frischkdse mit kdrniger Struktur, der nicht gereift ist.'®®

Abhangig vom Herstellungsverfahren kann sich die Mikrostruktur verandern. Bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung gibt es Probleme, da die Polysaccharide
nicht fixiert werden kdnnen und bei der Dehydration mit Ethanol dadurch Filamente

entstehen. Daher sollte man bei der Interpretation des Ergebnisses vorsichtig sein.*’
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Eiscreme

Speiseeis kann aus folgenden Zutaten herstellt werden: Milch, Milchprodukten,
Zucker, pflanzlichen Fetten, Eiprodukten, Frichten oder Fruchtbestandteilen, Kaffee,
Kakao, Aromastoffen und Farbstoffen'®. Es enthalt 40 bis 50% Luft und besteht aus
10 bis 14% Fett, 12 bis 15% Zucker, 10 bis 14% Milchanteilen, 0,5% Stabilisator und
Emulgator und 45 bis 55% Wasser. Die wichtigsten Strukturelemente sind
Eiskristalle, Luftblaschen und Fettkigelchen. Die kontinuierliche Phase enthalt
Casein, Salze und Stabilisatoren, die flissige Phase Fettklgelchen und die disperse
Phase Luft. Stabilisatoren werden beigemengt, um ungefrorenes Wasser zu binden
und eine stabile Verteilung von Luft, Wasser und Fett zu bekommen. Fett beglnstigt
die Bildung von kleinen Fettkristallen und erhoht die Viskositat. Zucker und Salz
erniedrigen den Gefrierpunkt.'®

Die Struktur von Eiscreme ist abhangig von der EiskristallgroRe, der Menge und
Verteilung von Fett, der GroRe der Luftzellen, der Friergeschwindigkeit und ob
Stabilisatoren und Emulgatoren beigemengt werden. Letzterer ist flr die cremige
Konsistenz von Eiscreme verantwortlich.?’

Abbildung 2 zeigt eine Zeichnung der Strukturelemente in Eiscreme. Zu erkennen
sind Luftzellen, Eiskristalle, Fettkigelchen (runde Kreise), Laktose-Kristalle
(kristalline Gebilde), Zucker-Molekile (kleine, runde Kreise), Casein-Mizellen

(Anhaufung von Punkten), Emulgator (Punkt) und festes Fett (strichlierte Linie).

FTT IS I TITIA S TT
/ ./_,. _’Jz.‘z

Ice Crystcl
// 77 ///

Lactose o : o I .D
scrystal o

& Of t globule
= membrane
a  SUCrose |
Casen
micelles
emulsifier I
solid fat

Abbildung 2: Strukturelemente in Eiscreme
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.227. ['%)
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Durch das Wachsen von Eiskristallen kann es sein, dass die anderen Bestandteile
wie zum Beispiel Zucker, Casein-Mizellen oder koagulierte Proteine auf die Seite
gedrangt werden. Daher muss das Gefrieren so schnell erfolgen, dass keine Zeit
bleibt, damit sich Eiskristalle formen kdnnen.

Beim Erhitzen und Homogenisieren der Creme lagern sich Caseine und
Molkenproteine an die Fettkigelchen an, danach bilden grenzflachenaktive
Substanzen einen Film um die Fettkligelchen und verdrangen die Casein-Mizellen.
Das Milchfett kristallisiert, und die Milchproteine und Hydrokolloide werden
hydratisiert.?*

Starkehaltige Produkte:

Starke besteht zu 70 bis 80% aus Amylopektin und zu 20 bis 30% aus Amylose.
Amylose ist ein lineares Polymer aus a-D-Glucose, verknupft durch eine a-1,4-
Verbindung. Bei hdoheren Temperaturen entstehen ao-1,6-Verbindungen zwischen
den Asten des langen linearen Molekils. Amylopektin besteht ebenfalls aus o-1,4-
und a-1,6- verknupften a-D-Glucose—Bestandteilen und ist ein verzweigtes Molekdl.
Ein Gel bildet sich, wenn die Amylopektin—Bausteine von der Amylose-Matrix

durchzogen werden.?
Kartoffeln

Die Kartoffel hat ihren Ursprung in Stidamerika.?* Die genaue Zusammensetzung der
Kartoffel findet sich in Tabelle 2.
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Tabelle 2: Zusammensetzung der Kartoffel

Wasser [%] 72-80
Starke [%] 15-20
Stickstoffsubstanzen [%] | 1,5-2,5
Mineralstoffe [%] 0,6-1,2
Rohfaser[%)] 0,5-1
Pektine [%] 0,4
Saccharose [%] 0,2
Lipide [%)] 0,2
Glucose [%] 0,1
Fructose [%] 0,1

(Quelle: Franzke, C. (1996). Allgemeines Lehrbuch der Lebensmittelchemie. B. Behr’'s Verlag
GmbH& Co. S. 520.%%)

Anm.: Die Zusammensetzung bezieht sich auf das Lebensmittel im Allgemeinen.

Brot

Brot besteht aus ,Mehl, Milch (Wasser), Salz und Triebmittel (Sauerteig, Hefe,
Backpulver). Als Hefen werden obergarige Bierhefen eingesetzt. Zur
Roggenbrotherstellung wird Sauerteig verwendet, der durch Lactobacillus plantarum,
L. brevis und L. fermentum aus Mehl und Wasser gebildet wird.?

Glutelin (Glutenin) und Prolamin (Gliadin) sind die Kleber im Teig. Fir die Konsistenz
sind Glykolipide (vor allem Digalactosyldiglyceride) verantwortlich. Die Elastizitat wird
durch Gluteline, die Viskositat durch Gliadin bestimmt. Nach Wasserzugabe
wechselwirken Glykolipide und Gliadin bzw. Phospholipide und Glutenin.?*

Durch Zusatz von Backhilfsmitteln und anderen Additiven lassen sich die
Proteinvernetzungen und damit die Struktur des Teiges bzw. der Backware

entscheidend verandern.'®®

Fetthaltige Lebensmittel:

Fette sind Ester des dreiwertigen Alkohols Glycerol mit Fettsduren und haben lange,
apolare Ketten von verschiedenen Langen, die miteinander interagieren und so beim
Kldhlen im geschmolzenen Zustand Kristalle (a-, p- und B’-Kristalle) formen.'® o-
Kristalle haben ein niedriges Molekulargewicht, die schnellste
Wachstumsgeschwindigkeit, den niedrigsten Schmelzpunkt und stellen die instabilste

Form dar. B-Kristalle haben das hochste Molekulargewicht und den hdchsten
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Schmelzpunkt und sind am stabilsten. Die genannten Parameter fur die p’-Kristallen
liegen zwischen denen der a- und B-Kristalle.

Phospholipide sind Verbindungen, die neben Fettsduren bzw. Fettaldehyden
Phosporsaure enthalten. Sie sind das Grundgerust biologischer Membrane.

Die fliissige Phase von Fetten und Olen ist eine Mischung aus Triacylglyceriden. Die

Menge an kristallinem Fett ist vom Gehalt an gesattigten Fettsauren abhangig.

Margarine
Margarine ist eine Wasser-in-Ol-Emulsion. Bei der Herstellung wird zuerst die

wassrige Phase in die Fettphase emulgiert, danach wird die Emulsion unterkahlt, und
es erfolgt eine Kristallisation, was die Viskositat der Fettphase erhoht und die
Margarine ,fest* macht.'®

Die Margarine ist mit 80% Fett und etwa 18% Wasser ahnlich wie Butter aufgebaut.

Butter
Butter wird aus Rahm hergestellt und stellt eine Wasser-in-Ol-Emulsion dar.
Abbildung 3 zeigt die Strukturelemente von Butter, diese sind Fettkristalle, freies Fett,

Luftblasen, Fetttropfchen und die wassrige Phase.

\air

1 '1. \ '*-__‘. "-;_ _11
AN
Abbildung 3: Strukturelemente in Butter
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.222. ['%)

Man unterscheidet Sauerrahmbutter (aus gesauertem Rahm) und SuRrahmbutter
(aus ungesauertem Rahm). In

Tabelle 3 findet man die Zusammensetzung von Bultter.

Die Konsistenz von Butter hangt von der Verteilung von flussigem und festem Fett in

den Fettkiigelchen ab. Diese kann man beim Reifeprozess steuern.'®
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Tabelle 3: Zusammensetzung von Butter

Fett [%] 81-85
Wasser [%] 14-16
Fettfreie Trockenmasse [%] 0,5-4
NaCl [%] ev. 1,2

(Quelle: Belitz, H.-D., Grosch, W. und Schieberle, P. (2008). Lehrbuch der Lebensmittelchemie.
163)

Anm.: Die Zusammensetzung bezieht sich auf das Lebensmittel im Allgemeinen.

Springer-Verlag Berlin Heidelberg. S.542.

Eine Emulsion ist ein disperses System aus zwei Flussigkeiten und besteht aus zwei
Phasen, aus einer dispersen oder inneren und einer kontinuierlichen oder externen
Phase. Man unterscheidet Ol-in-Wasser-Emulsionen, mit Ol als disperser und
Wasser als dufierer Phase und Wasser-in-Ol-Emulsionen, wo Wassertrépfchen in Ol
emulgiert sind. Folgende physikalische Eigenschaften zeichnen die Konsistenz von
Emulsionen aus: Proportion der Phasen, Grolenverteilung der Tropfchen und
Vorhandensein und Position von oberflachenaktiven Substanzen.

Oberflachenaktive Substanzen sind chemische Komponenten, die sowohl ein
apolares als auch ein polares Ende aufweisen. Sie setzen die Oberflachenspannung
der fliissigen Phase herab, indem sie zum Beispiel Mizellen ausbilden.®

Ein Uberwiegend hydrophiler Emulgator stabisiliert O/W-Emulsionen, wahrend ein vor
allem hydrophober Emulgator W/O-Emulsionen festigt. O/W-Emulsionen werden von
Casein-Mizellen, W/O-Emulsionen von Fettkristallen stabilisiert. Man unterscheidet
drei Klassen von Emulgatoren, nicht-ionische (gesattigte und ungesattigte Mono- und
Diglyceride, Fettkristalle), anionische (Ester von Monoglyceriden) und amphotere

(Proteine, Phosholipide, zum Beispiel Lecithin).'®

EiweiBhaltige Lebensmittel:

Proteine sind Polypeptid-Ketten aus (L)-Aminosauren. Sie liegen meistens in
komplexen dreidimensionalen Strukturen vor, welche die Eigenschaften und
Funktionen im Lebensmittel definieren.’” Je nach Aminoséurensequenz, Anordnung
und Konformation der Peptidketten unterscheidet man Primar-, Sekundar-, Tertiar-
und Quartarstruktur. Bei einer Denaturierung kommt es zum Verlust der
Konformation und zur Auffaltung geordneter Strukturbereiche. Die Folgen davon
konnen ein verandertes Wasserbindungsvermogen und der Verlust der

biokatalytischen Fahigkeiten bei Enzymen sein.
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Die Hydrathulle von Proteinen wird bei Trocknungsprozessen reduziert, und es
kommt zu intermolekularen Wechselwirkungen. Um irreversible Veranderungen zu
vermeiden, muss das Trocknen proteinreicher Lebensmittel sehr schonend vor sich
gehen. Da das Proteinmolekul eine gewisse Wassermenge als ,Konstitutionswasser”
bendtigt, ist eine Trocknung bis zur absoluten Wasserfreiheit nicht méglich.?

Protein-Protein- bzw. Protein-Wasser-Interaktionen flihren zur Bildung von Gelen,
verschiedenen Texturen, Emulsionen und Schaumen. Die Prozesse werden zum
Beispiel durch Kollagen (Bildung von Gelen), Gluten (Bildung eines viskoelastischen
Teiges aus Weizenmehl), Caseine (Bildung von Emulsionen), Albumin (Bildung von

Schaumen),... hervorgerufen.'®

Fleisch

Unter Fleisch werden ,alle Teile von warmblitigen Tieren in frischem und

«163

verarbeitetem Zustand bezeichnet, wahrend im Ublichen Sprachgebrauch

«163

darunter ,fettes Skelettmuskelgewebe“ ™ gemeint ist. Tabelle 4 zeigt eine Auflistung

der Zusammensetzung von Fleisch.

Tabelle 4: Zusammensetzung von Fleisch

Wasser [%] 76
Stickstoffsubstanzen [%] 21,5
Fett [%] 1,5
Mineralstoffe [%] 1
Kohlenhydraten [%] 0,05-0,2

(Quelle: Belitz, H.-D., Grosch, W. und Schieberle, P. (2008). Lehrbuch der Lebensmittelchemie.
Springer-Verlag Berlin Heidelberg. S.585-586.163)

Anm.: Die Zusammensetzung bezieht sich auf das Lebensmittel im Allgemeinen.

Der Muskel besteht aus Muskelfasern, die von einer Bindegewebeschicht ummantelt
sind. Jede Muskelfaser ist eine mehrkernige Muskelzelle, die von Myofibrillen
durchzogen ist. Die Myofibrillen wiederum bestehen aus Myofilamenten, namlich aus
dicken Myosin- und dunnen Aktin-Filamenten, die sich wiederum aus myofibrillaren
Proteinen zusammensetzen. Bei Aktin, das in doppelhelixartiger Struktur vorliegt,
handelt es sich um das Monomer globulares Aktin (G-Aktin) und um das
fadenformige Polymer F-Aktin. Im Sarkoplasma der Muskelzelle befinden sich

wasserlosliche Albumine, wasserunldsliche Globuline, Hamoglobin und Myoglobin.
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Letzteres gibt dem Muskel die rote Farbe. Die Querstreifung des Gewebes ergibt sich
durch die Anordnung der A- und |- Banden, der Z- und M-Linien, sowie der H-Zonen.
Der groRte Bestandteil des Gewebes stellt Kollagen dar, das vor allem aus Glycin,
Prolin und 4-Hydroxyprolin besteht und in dessen Tripelhelix Hyaluronsaure,
Proteoglykane und geringe Mengen an Elastin eingelagert sind. Hyaluronsaure ist
ein Aminodisaccachrid aus B-1,3-glykosidisch gebundener D-Glucuronsaure und N-
Acteyl-D-glucosamin. Proteoglykane bestehen aus 1,4-verknlpften Dissaccharid-
Einheiten, die denen der Hyaluronsaure ahneln. Proteoglykane und die
Hyaluronsaure bilden hochmolekulare Aggregate und zusammen mit dem Kollagen
ein Netzwerk. Elastin stellt zirka 1% des Muskeleiweil’es dar und besteht vor allem
aus Desmosin und Isodesmosin.

Bei Fleisch ist die hierarchische Anordnung der Strukturelemente folgende:
Aminosauren, Helix, Fibrille, Faser, Fleisch.”” Fett stellt in Fleisch die disperse Phase
dar, die Fetttropfchen sind von einem Proteinfilm aus myofibrillaren Proteinen
umgeben. Die myofibrillaren Proteine tragen bei der Bildung der Gelmatrix bei. Wird
Fleisch erhitzt, denaturieren die Proteine und verlieren ihre Eigenschaft, Wasser zu
binden.®

In nachfolgender Abbildung sieht man die Strukturelemente in Fleisch. Erkennbar

sind die grofRen Fettkligelchen, die von einem Proteinfilm umgeben sind.

Abbildung 4: Strukturelemente von Fleisch
F = Fetttropfchen, PG = Protein-Gelmatrix, PF = Proteinfilm um den Fetttropfchen
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.82."®))

Muskelgewebe enthalt bei einem Proteinanteil von 20 bis 22% rund 74 bis 76%
Wasser, das sind 350 bis 360 g Wasser pro 100 g Protein. Der Anteil an
Hydratwasser ist klein, er liegt bei Proteinen im Allgemeinen bei rund 20 g Wasser
pro 100 g Protein. Das Ubrige Wasser des Muskels (zirka 95%) wird durch die
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schmalen Kanale zwischen den Filamenten gehalten. Veranderungen im
Wassergehalt sind mit einer Quellung oder Schrumpfung der Myofibrillen
verbunden.'®

Wenn man Nahrungsmittel auftaut, schmelzen die Wasserkristalle und lagern sich an
der Oberflache grélere Kristalle an. Dieser Prozess fluhrt zum Beispiel in Fleisch auf
Grund der Dehydratisierung und steigenden lonenstarke zur Zerstérung des

Gewebes und zur Denaturation von Proteinen.'®

Polysaccharide und viskose Lebensmittel:

Die Bausteine der Polysaccharide (Glykane) sind Monosaccharide, die Uber
Glykosidbindungen miteinander verknupft sind. Je nach Anreihung dieser
Strukturelemente ergeben sich verschiedene Konformationen der Kette.'®?

Nach ihrer Herkunft unterscheidet man verschiedene Hydrokolloide: Starke,
Hydrokolloide aus tierischem Eiweild (Milcheiweil3, Gelatine), Cellulose und
Cellulosederivate, Pektine und Pektinsalze, Samenmehle (Johannisbrotkernmehl,
Guar,...), Pflanzenextrakte (Gummi arabicum, Traganth,...), von Mikroben gebildete
Hydrokolloide (Curdlan, Xanthan,...) und Hydrokolloide aus Rotalgen (Agar-Agar,
Carrageenane,...). In der Lebensmittelindustrie finden sie als Stabilisatoren,
Verdickungsmittel, Geliermittel, Supendierungsmittel, Aufschlagmittel, Bindemittel,
Energie-/Kalorienverminderer, Filmbildner, Trennmittel, Flockungsmittel,...
Verwendung.?® Sie erhdhen die Viskositat des jeweiligen Produkts und machen es

dickflissiger.?

Man unterscheidet thermo-reversible und thermo-irreversible bzw. klare und
undurchsichtige Gele. Starke zum Beispiel bildet ein thermo-irreversibles, opakes Gel
aus. Nach Erhitzen und anschlieBendem Kuhlen setzt der Prozess der
Retrogradation ein. Manche Veranderungen, die wahrend diesem Stadium
passieren, sind thermo-reversibel.'®’

Gele koénnen, wie in Abbildung 5 ersichtlich ist, verschiedene Formen von
Netzwerken bilden, zum Beispiel gibt es den Fischnetz-Typ (Beispiel: chemische
Gele), Tripel-Helices (Beispiel: Gelatine), die Eierschachtel-Struktur (Beispiel: Pektin
und Alginat in Verbindung mit Kalzium-lonen), Agglomerationen (Beispiel:
Carrageen), Doppel-Helices (Beispiel: Agarose) und Gele, die von globularen

Proteinen geformt werden.
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Abbildung 5: Verschiedene Geltypen
A = Fischnetz-Typ, B = Tripel-Helix, C = Eierschachtel-Struktur, D = Agglomerationen, E =
Doppel-Helices, F = Gele von globuldren Proteinen
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1999). S.230. [27})

Verdickungsmittel besitzen im Allgemeinen eine kugelférmige verknaulte, verzweigte
oder verkettete Struktur. Da Hydrokolloide ein gutes Quell- und Bindevermogen
besitzen, nehmen sie Wasser auf, wobei sich die Molekile des Verdickungsmittels in

den hochviskosen Lésungen frei bewegen kénnen.

Schokolade:
Schokolade ist eine ,geformte oder nicht geformte Zubereitung aus Kakaokernen,
Kakaobruch oder aus Kakaomasse und Saccharose, ohne oder mit Zusatz von

«163

Kakaobutter, natirlichen Gewtrzen, Vanillin oder Ethylvanillin und Lecithin. Eine

typische Zusammensetzung von Schokolade findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Zusammensetzung von Schokolade

Kakaomasse bzw. Kakaomasse / Kakaobutter [%] mindestens 40

Zucker [%] hochstens 60

Kakaobutter [%] mindestens 21

Kakaomasse bei Verwendung von Kakaobutter [%] | mindestens 33

(Quelle: Belitz, H.-D., Grosch, W. und Schieberle, P. (2008). Lehrbuch der Lebensmittelchemie.
163)

Anm.: Die Zusammensetzung bezieht sich auf das Lebensmittel im Allgemeinen.

Springer-Verlag Berlin Heidelberg. S.1000.
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Die rheologischen Eigenschaften von geschmolzener Schokolade hangen von den
Interaktionen zwischen festen Partikeln und der fliissigen Phase ab. Die polare
Gruppe des Emulgators (Lecithin) reagiert mit der Oberflache der festen
Bestandteile. Da Lebensmittel hierarchisch aufgebaut sind, ergibt sich bei
Schokolade folgende Ordnung der Strukturelemente: Fettsauren, Lamelle, Spherulit,
Fettkristalle, Schokolade.

Der Wassergehalt in Schokolade betragt unter 1%, das meiste Wasser dient als
Verbindung zwischen der hydrophilen Oberfliche und der fliissigen Phase.'”

Die Fettphase ist die kontinuierliche, flissige Phase, die die Fettkristalle einschlief3t.
Es werden sechs verschiedene polymorphe Formen unterschieden, die alle
unterschiedliche Schmelzpunkte besitzen. Je nach Reinheit, Temperatur,
Kdhlgeschwindigkeit und Art von LOsungsmittel bilden sich die verschiedenen
Kristallformen aus.'’

Kakaobutter besteht zu 94 bis 96% aus Triglyceriden, vor allem von Palmitin-,
Stearin- und Olsaure. Zuckermolekiile sollten in der Schokolade kleiner als 25 um
sein, damit sie nicht im Mund als unangenehm wahrgenommen werden. Aufl3erdem

ist amorpher Zucker hygroskopischer als kristalliner.?’

Gemiise:

Gemduse hat als Gerustsubstanzen Zellulose, Hemizellulosen (Polyosen), Pektine,
Lignin und Glykoproteine (zum Beispiel Extensin).

Zellulose besteht aus p-1,4-verknupfter Glucose. Hemizellulosen sind verzweigte
(amorphe), heterogene Polysaccharide. Ihre Monomere kdnnen Hexosen (Galactose,
Glucose, Mannose), Pentosen (Arabinose, Xylose) und Uronsauren
(Galacturonsaure, Glucuronsaure) sein. Pektin besteht aus Ketten von o-1,4-
glykosidisch verbundenen Galacturonsaure-Einheiten, die in 1,2-Position miteinander

verknupft sind.

Artefakte bei der mikroskopischen Untersuchung der Lebensmittel:

Fur die mikroskopische Untersuchung von Lebensmitteln muissen die Proben
vorbereitet und prapariert werden, was manchmal ein Problem darstellt. Die Produkte
mussen namlich bestimmte Praparationsvorbereitungen und —schritte, wie zum
Beispiel Trocknung, Fixierung, Hochvakuumbehandlung, Farbung, mechanischen

Belastungen (Montierung), Beschichtung, Entwasserung, Gefrieren, Schneiden,
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Licht,... , Uberstehen, die meistens nicht ohne Artefakte oder Veranderung in der
Struktur vor sich gehen.

Fir manche mikroskopische Techniken mussen beispielsweise gefrorene Proben
vorliegen. Wahrend des Gefrierprozesses kann es aber zu einem osmotischen
Verlust von Wasser, zu ungleichmafigen, unregelmafligen und sequentiellen
Gefrieren von verschiedenen Zellbestandteilen und zur Zellzerstérung kommen.
Weiters spielt die Gefrierrate eine grof3e Rolle. Bei hoher Gefriergeschwindigkeit
bilden die Wassermolekule kleine Eiskristalle in hexagonalen Kristallstrukturen aus,
andere mdgliche Formen waren unregelmalige Dendrite und kleine Spherulite.
Langsames Gefrieren hat die Bildung von groRRen Eiskristallen im extrazellularen
Raum zur Folge, was sich auf die Lebensmittelqualitat negativ auswirkt. Wahrend der
Lagerung kann es auch zur Rekristallisation kommen, was ebenfalls einen
Qualitatsverlust des Lebensmittels mit sich bringt.

Bei einer lokalen Uberhitzung kénnen auch Schwierigkeiten auftauchen. Fett kann
schmelzen, und die Goldschicht kann brechen. Manche Bestandteile, wie zum
Beispiel Laktose, sind auf Elektronenstrahlen empfindlich. Auch eine zu hohe
Spannung kann zu Veranderungen und zur Zerstérung der Oberflache fuhren. Die
Proben missen auch teilweise geschnitten werden, was bei Lebensmitteln mit
hohem Wassergehalt Schwierigkeiten bereitet.

Weiters werden bei den Praparationstechniken fur die mikroskopische Analyse
Substanzen eingesetzt, die die Strukturelemente beschadigen oder verandern. Ein
Beispiel ware eine Formaldehydlésung, die manchmal fur die chemische Fixierung
bei der TEM eingesetzt wird. Diese Substanz enthalt Methanol, der sich auf die
Probe negativ auswirkt. Ein weiteres Problem ist, dass es manchmal zu
unterschiedlich schnellen Fixierungen der Probenbestandteile kommt, was wiederum
zu Artefakten fuhren kann.

Es kann also gesagt werden, dass die Strukturelemente der Lebensmittel durch die
Praparationsschritte und durch die Analyse verandert werden konnen, und man

vorsichtig bei der Interpretation der Ergebnisse sein muss.
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2 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit ist es, Methoden und Moglichkeiten zu finden, wie mit
Elektronenmikroskopie, konfokaler Mikroskopie und Rasterkraftmikroskopie die
Struktur von Lebensmitteln untersucht werden kann. Die Schwerpunkte liegen in der
Probenvorbereitung, der Methodik und der Analyse der Proben. Aufl’erdem sollen
eventuelle Probleme und MaRnahmen beschrieben werden, die bei den jeweiligen
Untersuchungsmethoden auftreten kdnnen und jene Untersuchungsmethode
aufgezeigt werden, die fur ein bestimmtes Lebensmittel am geeignetsten erscheint.
Voraussetzung ist dabei, dass die Aufbereitung der Probe moglichst einfach und
schnell vor sich gehen soll, und aul3erdem soll beachtet werden, dass die Struktur
durch die Prozesse so wenig wie mdglich verandert wird. Des weiterem soll auf die
Unterschiede der einzelnen Lebensmittel in Bezug auf Struktur und Aufbereitung

eingegangen und Unterschiede in der Analyse erarbeitet werden.
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3 Methodische Vorgehensweise

3.1 Praparation fur TEM

Fir das TEM wird ein Probentrager (Netz) mit einem Durchmesser von 3 mm
verwendet. Je nach Beschaffenheit der Probe unterscheidet man drei grolde
Verfahren. Bei kleinen und dunnen Proben, die man als Ganzes aufbringen kann,
wird die Negativkontrastierung (,Negative Staining“) eingesetzt. Ist die Probe dicker
als 200 nm werden mittels Ultramikrotom Schnitte angefertigt (Ultradtinnschicht-
Methode). Die dritte Technik ist das Verfahren des Oberflachenabdrucks.

Bevor man diese drei Techniken anwendet kann, ist eine Vorbehandlung der Probe
notwendig.

In der nachfolgenden Abbildung ist der Ablauf der drei Grundverfahren beschrieben.
Die Stufen, die in Klammern gesetzt wurden, missen nicht gemacht werden.
Nachdem man die Probe isoliert hat, wird sie fixiert und aufbewahrt. Bei der
Ultradunnschicht-Methode wird die Probe entwassert, mit Kunstharz getrankt und
eingebettet und danach geschnitten. Als letzter Schritt wird eine
Kontrastverbesserung durchgefiihrt. Der erste Schritt beim Oberflachenabdruck ist
der Gefrierbruch. Nach diesem kann die Gefrieratzung folgen. Anschlieliend wird mit
einem Schwermetall bedampft, unter Umstanden kann ein immunologisches

Verfahren angeknupft werden. Bei kleinen Proben wird die Negativkontrastierung

gewahlt.
[ Isoherung der Probe ]
[ F|X|erung ]
I
[ Aufbewahrung ]
| | l 1
Ultradii hicht- Oberfléchenabdruck: f P
[ raMl::-njgelc ] [Gefrierbruch und Gefrieréitzung] [Negatlve Stralnlng ]
_[ Entwassern ] [ Gefrierbruch ] _[Tropfenmetrlzl(;ctize: Probe aufJ
I I
[Trénken mit Kunstharz und] [ (Atzen) ] Tropfenmethode: Netz auf ]
Einbetten I Probe
[ Ultramikrotomie ] [ Bedampfung ] _[ Spriihverfahren ]
(Schwermetall)

[Kontrastverbesseru] [ Ablésen der ]
Oberflachenschicht

Abbildung 6: Verschiedene Methoden der Praparation bei der TEM
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Im nachfolgenden Abschnitt werden die einzelnen Schritte naher erklart.

Isolierung der Probe

Die Probe wird in eine Fixierflussigkeit gegeben, damit sie nicht beschadigt wird.
Hierfir kann man zum Beispiel eine groliere Probe als erforderlich nehmen, sie in
eine Puffer- oder Fixierldsung tauchen und dann aus ihrem Inneren das eigentliche

Untersuchungsobjekt entnehmen.

Fixierung
Bei der Fixierung unterscheidet man drei Arten, die chemische Fixierung, die Kryo-

Fixierung und die Gefrierfixierung. Die Abbildung 7 soll einen Uberblick tber die drei

Techniken geben.

[ Fixierung ]
—[ Kryofixierung ]
[ Eintauchverfahren ]
—[ Sprihgefrieren ]
—[ Gefrieren mit Propanstrahlen ]
— Gefrieren mittels ]
—[ Gefrieren unter hohem Druck ]
| Chemische Fixierung )
—[ Gefrierfixierung ]

Eintauchverfahren

Einfrieren im Propanstrahl

11

Einfrieren mittels Metallblock

Abbildung 7: Arten der Fixierung bei der TEM

Chemische Fixierung

Die chemische Fixierung besteht aus zwei Stufen, der Primar- und der
Sekundarfixierung. Dazu braucht man Fixiermittel, die in der Regel in einem
Verhaltnis von 5:1 (oder grof3er) zum Gewebe am geeignetsten sind.

Bei der Primarfixierung wird mit einem Aldehyd oder einer Mischung von Aldehyden
fixiert. Hierfur verwendet man entweder Glutaraldehyd, Formaldehyd oder Acrolein.
Man nimmt meistens 0,5 - bis 10 - volumenprozentigen Glutaraldehyd. Bei
kommerziell erhaltlichen Formaldehydldsungen (Formalin) ist meistens etwa 15%

Methanol zur Stabilisierung enthalten, der sich negativ auf die Probe auswirkt.
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Acrolein verwendet man in der Konzentration von 1 bis 10%, in Kombination mit
anderen Aldehyden oder Puffern. Der Nachteil von Glutaraldehyd ist, dass Lipide
nicht stabilisiert werden, aber auch Formaldehyd fixiert Lipide und Polysaccharide
nicht gut. Am haufigsten werden Glutaraldehyd und Formaldeyd kombiniert
eingesetzt. Die Primarfixierung lauft bei 0 bis 4°C ab.*® Da die Substanzen nur
Proteine fixieren, wird fir die Fixierung von ungesattigten Fettsauren eine
Sekundarfixierung angeschlossen.*’

Bei der Sekundarfixierung werden Osmiumtetroxid (OsQO4), Rutheniumtextroxid
(RuQy), Kaliumpermanganat (KMnO4) oder andere Permanganate, wie NaMnO,4 oder
LaMnOy, als Fixiermittel eingesetzt. Os aus dem OsO, streut Elektronen und wirkt
somit gleichzeitig als Kontrastmittel und erhdht den Probenkontrast. Weiters wirkt
dieses Mittel auf Lipide. Es wird in einer Konzentration von 0,5 bis 2% in wassriger
Ldsung verwendet. Rutheniumtextroxid ist ungiftiger und billiger als Osmiumtetroxid
und wird in niedrigerer Konzentration (0,1-%ig) eingesetzt. Permanganate fixieren
Lipide und Phospholipide gut.

Manchmal wird bei der chemischen Fixierung auch ein dritter Schritt angefugt, die
Fixierung mit Uranylacetat. Hierfur wird eine 0,5- bis 2-%ige Ldsung gebraucht.

Als Fixiermedien werden Phosphatpuffer, wie zum Beispiel
Natriumhydrogenphosphat (NaHPO,4) oder Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
in Konzentrationen von 0,01 bis 0,2 M angewendet. Weiters gibt es auch noch
Cacodylat, das in Wasser zu einer 0,1 bis 0,2 M Lésung aufgel6st und mit HCI auf
den gewunschten pH-Wert eingestellt wird. Als dritte Gruppe von Puffern zahlen sich
Zwitterionenpuffer.

Ein Fixiermedium muss aber nicht nur gepuffert sein, sondern es muss sich auch im
osmotischen Gleichgewicht mit der Probe befinden, hierfur werden Saccharose oder

neutrale Salze hinzugefugt.

Kryofixierung
Obwohl die chemische Fixierung einige Nachteile aufweist, wie zum Beispiel
unterschiedlich schnelle Fixierung der Probenbestandteile oder langsamer Riuckgang
der Zellaktivitat, was wiederum zu Artefakten durch Verschiebungen innerhalb der
Zelle fuhrt, wird sie im Vergleich zur Kryofixierung o6fter angewendet.
Bei der Kryofixierung wird durch ultraschnelles Gefrieren erreicht, dass die gebildeten

Eiskristalle kleiner als die Auflésungsgrenze des Mikroskops sind.
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Bei dieser Methode unterscheidet man funf verschiedene Verfahren. Abbildung 8

zeigt diese schematisch auf:

a)

Eintauchverfahren

Die Probe wird in ein Kryogen getaucht, das nahe seinem Gefrierpunkt in
einem Bad aus flissigem Stickstoff gehalten wird. Es bildet sich eine
isolierende Hulle aus gasformigem Stickstoff um die Probe herum, was die
Gefriergeschwindigkeit dramatisch erniedrigt. Als Kryogen wird flussiges
Propan oder Freon verwendet. Freon (Frigen) ist der Handelsname fur
Difluordichlormethan (CF2Cly) und ahnlichen halogenierten
Kohlenwasserstoffen.*?

Spruhverfahren

Die Probe wird als Aerosol auf das Kryogen, zum Beispiel auf die
Oberflache von flissigem Propan, gespruht, das durch Evakuieren entfernt
wird. Die gefrorene Probe erhalt man als Pulver, das mit einem Kryo-
Bindemittel, wie zum Beispiel Butylbenzin, in eine Paste Uberflhrt wird. Bei
Temperaturen von flussigem Stickstoff lasst man die Probe erstarren.
Gefrieren mit Propanstrahlen

Die Probe wird zwischen zwei warmeleitenden Tragern gehalten und auf
beiden Seiten mit flissigem Propan bei -190°C bespriht, was den
Warmefluss und die Dicke der Probe erhoht.

Gefrieren mittels Metallspiegels (,slam“-Frieren)

Die Probe wird schnell mit einer sehr kalten, polierten Metalloberflache in
Kontakt gebracht. Als Metall wird Kupfer bevorzugt verwendet.

Gefrieren unter hohen Druck

Die Probe wird ultraschnell eingefroren. Hierzu wird eine Stickstoffstrahl-
Gefriermaschine, in der der Druck hydraulisch erzeugt wird, bendtigt. Der
Druck wird auf 2100 atm erhdht, dadurch wird der Gefrierpunkt des Wasser
auf -22°C erniedrigt und das Wachstum von Eiskristallen groRtenteils

unterbunden.
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Abbildung 8: Kryofixierung
5 verschiedene Methoden: (a) Eintauchverfahren, (b) Spriihgefrieren, (c) Gefrieren mit
Propanstrahlen, (d) Gefrieren mittels Metallspiegel, (e) Gefrieren unter hohem Druck
(Quelle: Flegler et al (1995). S.140.°%)

Gefrierfixieren (fur das Abdruckverfahren)
Als Gefrierschutzmittel wird Glycerol bzw. eine Mischung aus Glycerol und
Glutaraldeyhd eingesetzt. Wenn die Probe geatzt wird, darf kein Glycerol eingesetzt
werden. Man unterscheidet drei Arten: Beim Eintauchverfahren werden kleine
Goldscheibchen mit einer erhdhten Probenstitzwand als Probentrager verwendet,
man kann aber auch Kupfer daflir verwenden. Die Probe wird in das Kryogen

eingetaucht. Beim Einfrieren im Propanstrahl werden ebenfalls &hnliche dinne
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Kupfertrager eingesetzt. Das Einfrieren mittels eines Metallblockes geschieht durch

Trager, die aus Kupfer oder Aluminium gefertigt sind.

Aufbewahrung

Die Probe wird unter flissigem Stickstoff aufgewahrt. Oft ist aber zu beanstanden,
dass die Probe nach anhaltender Lagerung unter flissigem Stickstoff briichig wird.

Es konnen nach der Fixierung zwei Methoden verwendet werden, um das Objekt zu
praparieren, entweder der Oberflachenabdruck (Gefrierbruch, -atzung) oder die

Herstellung von Ultradinnschnitten.

Ultradiinnschicht-Methode:
Entwassern

Das Wasser, das die Probe beinhaltet, wird stufenweise durch Lésungsmittel ersetzt.
Hierfur wird meistens Ethanol oder Aceton verwendet, aber die Entwasserung kann
auch mit Hemiacetalen (2,2-Dimethoxypropan und 2,2-Diethoxypropan) durchgeftihrt
werden.* Auch Propanol findet manchmal Verwendung."’

Die Probe wird dabei in eine konzentrationszunehmende Reihe von Ldsungsmitteln
(meistens mit der Steigerung von 25%, bei empfindlichen Proben in 10%-Schritten)
Uberfuhrt. Danach empfiehlt es sich, zwei bis drei Mal mit wasserfreiem

Lésungsmittel zu waschen, um Reste von Wasser vollstandig zu entfernen.®

Gefriersubstitution

Bei diesem Verfahren werden die chemische Fixierung und die Entwasserung in
einem Schritt durchgefiihrt.*° Es wird Wasser allmahlich durch Lésungsmittel, die mit
Wasser mischbar und bei der infragekommenden Temperatur (-70 bis -100°C) noch
flissig sind, ausgetauscht. Hierfir verwendet man Butylbenzol, Toluol oder Dioxan,
wobei Dioxan das beliebteste von den drei erwahnten Substanzen ist. Es ist
aullerdem auch ratsam, Dioxan zu verwenden, wenn danach eine Gefrieratzung

folgt."’

Tranken mit Kunstharz und Einbetten

Als Einbettungsmaterialien werden oft Epoxyharzmischungen verwendet. Die weit
verbreitesten Epoxidharze sind Epon 812, Araldit und Vinylcyclohexandioxid (VCD).

Diese werden mit einem Vernetzer, wie zum Beispiel dem Dianhydrid einer
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organischen Saure (Dodecenylsuccinicanhydrid = DDSA, Nadicmethylanhydrid =
NMA, Nonenylsuccinicanhydrid = NSA), einem Weichmacher (Dibutylphtalat,
Epoxydiglycidylether des Polypropylenglykols = DER736) und einem Beschleuniger
(2-Methylaminoethanol = S-1, Dimethylaminomethylphenol = DMP-30) vermischt.

Bei immunocytochemischen Reaktionen, wie zum Beispiel bei Markieren von
Antikdrpern mit Gold, sind Methacrylate von Bedeutung. Hierzu gehéren Lowicryl —
Harz (K4M und HM 20) und London Resin (LR) — Harz.

Nachdem die Probe vollstandig in Harz uberfuhrt wurde, ist es von Vorteil, sie noch
ein bis drei Mal vollstandig mit Einbettungsmaterial zu tranken, damit die Probe

vollstandig mit diesem gefillt ist und alle Losungsmittelspuren entfernt werden.

Ultramikrotomie

Ein Ultramikrotom bewegt den Probenblock auf bzw. Uber die Schneide eines
scharfen Messers.*® Bei Proben mit weicher Konsistenz und hohem Wassergehalt
(Uber 90%) stellt dieser Schritt ein Problem dar, weil sich diese Proben nicht
ultradinn schneiden lassen, und weil die Hochvakuumbehandlung nicht ohne sehr
starke Veranderungen uberstanden werden kann. Eine Alternative fur diese Objekte
stellen die Druckkammer (,environmental chamber®) oder die Verwendung von

tiefgekiihlten, gefrorenen Proben dar."”

Kontrastverbesserung

Nachdem die Proben auf die Netze aufgebracht werden, werden die Schnitte mit
elektronendichten Kontrastierungsmitteln, meistens einem Schwermetallsalz,
behandelt. Zuerst werden die Schnitte mit 1-%iger wassrigen oder alkoholischen
Uranylacetat - Losung behandelt. Als Kontrastierungsmittel findet auch Bleicitrat
Verwendung, dieser Schritt kann auch der Methode mit Uranylacetat angeschlossen
werden. Neben diesen zwei Kontrastierungsmittel kdnnen auch
Rutheniumverbindungen eingesetzt werden. AnschlieBend wird mit schwacher
NaOH-Lésung gewaschen und mehrmals gespult, um alle Reste vom

Kontrastierungsmittel zu entfernen.°
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Oberflachenabdruck: Gefrierbruch und Gefrieratzung:
Gefrierbruch

Nach der Aufbewahrung in flissigem Stickstoff kommen die Proben in die
Gefrierbruchmaschine.®® Der Gefrierbruch wird bei -100°C im Hochvakuum
durchgefuhrt. Man unterscheidet zwei verschiedene Verfahren. Entweder wird das
Objekt in einen Metallhalter eingespannt und ,wirklich gebrochen®, beim anderen
Verfahren wird die Probe mit Hilfe einer Klinge ,geschnitten®, wobei ,geschnitten®
nicht ganz richtig ist, weil das gefrorene Material auf Grund der mangelnden

Elastizitat in Wirklichkeit gebrochen wird."’

Gefrieratzen
Das Gefrieratzen kann dem Gefrierbruch angeschlossen werden. Hierbei wird die
Bruchflache fiir kurze Zeit durch Sublimation des Gewebewassers geatzt.' Der
Probentisch wird auf eine Temperatur Gber der von fllissigen Stickstoff (-196°C), aber
unterhalb der Rekristallisationstemperatur von Eis (-80°C) aufgeheizt.*® Fiir eine
reine Eisoberflache bei -100°C wahlt man eine Geschwindigkeit von zwei nm pro

Sekunde.*®

Bedampfung (Schwermetall)

FUr die Bedampfung wird als Schwermetall meistens Platin verwendet.>°

Feinkornige
Niederschlage erreicht man durch thermische Mischverdampfung von Platin und
Kohle oder durch Verwendung hochschmelzender Metalle, wie zum Beispiel

Wolfram, die in einem ElektronenstoRverdampfer verarbeitet werden kénnen.'’

Ablosen der Oberflachenschicht

Die Probe wird der Vakuumkammer enthommen, und der Oberflachenabdruck wird

auf die Oberflache eines Wasserbades abgeflottet, gewaschen und auf das Netz

gebracht.

Immunologisches Verfahren

Dieses Verfahren kann sowohl bei Oberflachenabdriicken als auch bei Schnitten
oder bei Kombinationen der beiden angewendet werden. Bei diesem Verfahren wird

Kolloidgold verwendet, das an sekundare Antikdrper oder Protein-A, einem bakteriell
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hergestellten Polypeptid, gekoppelt ist. Ausgewertet wird diese Methode durch das
Prinzip, dass Protein-A an Antikorper bindet.

Kolloidgold kann direkt an die Antikorper oder an Sekundarantikorper gebunden
werden. Protein-A wird mit Gold markiert und an die Antikorper gebunden.

Beim Markierungsverfahren werden die nicht spezifischen Bindungsstellen auf der
Probe blockiert, hierfir verwendet man gepuffertes Ovalbumin. Dann gibt man die
Antikorper auf die Oberflache. Nach der Antigen-Antikorper-Reaktion werden die
Schnitte oder die Probenoberflache mit Pufferldsung gewaschen, und man lasst mit

der Protein-A-Gold- oder Sekundarantikérper-Gold-Lésung reagieren.*

Negative Straining:

Mit dieser Methode kann der Kontrast einer elektronentransparenten Probe
verbessert werden. Es wird die Umgebung des Objekts mit einer Verbindung
getrankt, die Elektronen stark streut. Als Negativkontrastierungsmittel wird oft
Uranylacetat (0,5-%ige gesattigte wassrige Losung)®® oder Uranylacetat in einer 1-
%igen wassrigen oder alkoholischen Losung verwendet, aber auch
Phosphorwolframsaure oder Siliciumwolframsaure liefern gute Ergebnisse. Ein
weiteres Negativkontrastierungsmittel ist Phosphorwolframsaure, von dem das
Natriumsalz bei einem pH-Wert von 6 bis 8 und einer Konzentration von 0,5 bis 2% in
Wasser verwendet wird. Ammoniummolybdat wirkt in einer 1- bis 2-%igen Losung bei
einem pH-Wert von 7 bis 7 ,4.

Zum Negativkonstrastieren gibt es drei Verfahren. Bei der Tropfenmethode wird die
Probe auf das Netz gebracht, und mit einem Filterpapier wird der grofdte Teil der
Probe aufgenommen. Danach gibt man einen Tropfen des
Negativkonstrastierungsmittel dazu, lasst 30 Sekunden einwirken und nimmt die
Uberstehende FlUssigkeit dann von der Seite mit Filterpapier wieder auf. Die
Alternative dazu ist, das Netz auf die Probe zu geben und Netz und Probe dann auf
das Negativkonstrastierungsmittel zu legen. Das dritte Verfahren ist das
Spruhverfahren, wo die Probe mit dem Negativkonstrastierungsmittel in gleichem

Verhaltnis gemischt wird und auf das Netz gespriiht wird.*

Als Erganzung soll noch die Elektronenergieverlustspektrometrie (EELS: electron

energy loss spectrometry) erwahnt werden, bei der der spezifische Energieverlust
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inelastisch gestreuter Elektronen ausgewertet wird, um streuende Atome oder

Bindungsarten auszuwerten.

3.2 Praparation fur REM

Allgemein kann gesagt werden, dass die Probenpraparation fir die REM viel
einfacher ist als die der TEM, weil nicht Schnitte, sondern ganze Proben untersucht
werden. Diese Proben muissen aber frei von Wasser, Losungsmitteln oder anderen
Substanzen sein, die im Vakuum gasen, die Saule verunreinigen oder

Vakuumprobleme verursachen konnen.

In der Abbildung 9 sieht man die Schritte der REM, die im Normalfall angewendet
werden. Nach Fixierung der Probe wird diese entwassert, dann am kritischen Punkt
getrocknet, anschlieend montiert und beschichtet. Danach gibt es zwei grofRe
Verfahren, das Oberflachenabdruckverfahren und die Kryo-REM.

Nach der Erklarung dieser zwei Methoden werden auch Praparationen

vorgeschlagen, die von diesem Grundschema abweichen.

Fixierung

Entwasserung

Trocknen am kritischen Punkt

Montieren

Beschichten mit Gold

[Oberfléichenabdruckverfahren} [ Kryo-REM ]

Abbildung 9: Verschiedene Methoden der Praparation bei der REM

Fixierung
Den Fixiertechniken bei der REM gleichen die der TEM mit dem Unterschied, dass

die Proben fur die REM gereinigt werden muissen. Auflerdem reicht oft die
Primarfixierung aus, wobei die Sekundarfixierung mit Osmiumtetroxid (OsO4) haufig

eventuelle Aufladungsprobleme verringert.*
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Zu den formunbestandigsten Objekten gehdren Gele und Emulsionen. Diese
enthalten viel Wasser, und speziell bei wasserhaltigen Objekten flhrt eine einfache
Trocknung zu einer starken Veranderung der Struktur. Manchmal kann man durch
Aufbringen einer leitenden Oberflachenschicht die Untersuchung in einem
Rasterelektronenmikroskop fUr beschrankte Zeit ermdglichen, bevor die
Austrocknung im Vakuum die Struktur verandert.** In der Regel ist es aber so, dass
man wasserhaltige Proben vor der Untersuchung mittels REM entwassern und
trocknen muss. Damit das Objekt, das man untersuchen will, die Vorgange maoglichst
unverandert Ubersteht, missen die Proben vorher chemisch oder physikalisch fixiert
werden.

Fixieren kann man entweder in Losungen oder im Dampf. Fir die Fixierung in
Lésung sind 1-%iger OsOg4-Losung, Glutaraldehyd (0,1- bis 6,5-%ig) oder 10-%iger
Formaldehyd geeignet, wobei Glutaraldehyd am liebsten angewendet wird, weil er
der Probe Festigkeit verleiht, ohne dabei selbst koagulierend zu wirken."” Proben, die
in Glutaraldehyd fixiert werden, kann man mehrere Monate darin lagern.®

Nach der Fixierung in Aldehyd und dem Auswaschen in isotonischer Pufferldsung
erfolgt meistens eine Nachfixierung, damit man sicher gehen kann, dass die Proben
das darauffolgende Entwassern und die Trocknung ohne groRere Schaden
Uberstehen. Fur die Nachfixierung wird OsO4-Losung (1-%ig), Sublimat (0,2-%ig)
oder KMnOs (2-%ig) gewahlt. Danach wird die Probe mit destilliertem Wasser
gewaschen, um Reste der Fixierlosung zu entfernen. Die Fixierdauer ist von der
Beschaffenheit der Probe abhangig.

Trockene Proben werden mittels der Technik der Fixierung im Dampf durch
Impragnieren mit dampfformigen Fixantien stabilisiert. Als solche eignen sich

Formalin- oder OsO4-Dampfe."’

Entwasserung

Als Losungsmittel eignen sich Ethanol und Aceton hervorragend. Ethanol hat den
Vorteil der geringeren Toxizitat und des geringeren Dampfdrucks. In der Regel
werden grof3e Abstufungen im Wasser verwendet. Die Probe wird mit diesen
Lésungsmitteln entwassert, da das, in den Fixier- und Pufferldsungen enthaltene,
Wasser sich nicht mit dem flussigen CO, mischt, das beim Trocknen am kritischen
Punkt verwendet wird. Zum Schluss wird die Probe mit 100-%igem Ldsungsmittel

gespiilt, damit alle Reste von Wasser entfernt werden.*
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CP-Trocknung (Trocknung nach der Critical-Point-Methode)

Der kritische Punkt ist durch die kritische Temperatur und dem kritischen Druck der
Probe charakterisiert. Trocknet man Teilchen aus einer Suspension durch
Abtrocknen der Flussigkeit, entfaltet die Oberflachenspannung ihre deformierenden
Krafte, sobald die Teilchen aus der Flussigkeit herausragen. Dies wird vermieden,
indem man das Praparat aus der flissigen in die gasférmige Phase eines Mediums
unter Umgehung des kritischen Punktes der Flussigkeit Ubertreten Iasst. Fur den CP-
Trocknungsvorgang sind CO,, Freon 12 oder N2O als Trocknungsmedium geeignet.
Das Wasser der Probe wird somit durch die flissige Phase des Trocknungsmediums
ersetzt.'” Dazu braucht man noch ein Austauschmedium, hierzu wird Aceton
verwendet.>®

Das Trocknen am kritischen Punkt kann man in drei Phasen unterteilen. Es beginnt
mit dem Abkuhlen der Metallkammer auf 5-10°C. Die Proben werden in die Kammer
eingelegt, und sie wird mit einem Deckel verschlossen. Dann wird die Kammer mit
flissigem CO, gefillt, und in der Kammer bildet sich ein Gemisch aus Lésungsmittel
und flissigem CO,. Da man nur flussiges CO; in der Kammer haben will, 6ffnet man
Auslass- und Einlassventil fur kurze Zeit, um die Kammer zu ,spulen®. Der zweite
Schritt ist die Aufheizphase, wo die Dichte der Flussigkeit abnimmt bzw. die der
Gasphase zunimmt, da es sich ja um ein geschlossenes System handelt. Beim
kritischen Punkt wird die Dichte der flussigen Phase gleich der der Gasphase, das
heil3t, dass die Probe in einem sehr dichten Gas gehalten wird. Sie ist dabei trocken
und unverzerrt, da am kritischen Punkt keine Oberflachenspannung vorherrscht. Die
letzte Phase, die Entspannungsphase, beginnt nach Erreichen der gewunschten
Temperatur und des gewunschten Druckes. Das Auslassventil wird geoffnet, und

man lasst den Druck langsam auf Null abfallen.*

Montieren
Die meisten Proben werden auf eine Metallhalterung aus Aluminium montiert. Dazu
werden Kleber oder Kleberfolien benutzt. Als Kleber sind schnell trocknende
Epoxydharze am verbreitesten, weil diese stabil gegenluber Stahl, viskos und schnell
trocknend sind, aullerdem gasen sie nur minimal aus und haben eine gute

t.30

mechanische Festigkei Als Kleber kann eine Emulsion aus Kupfer, kolloidalem

Silber oder RuR/Grafit zum Einsatz gelangen."’
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Beschichten mit Gold

Fur die REM miussen die Proben elektrisch leitend sein. Nichtleitende REM-Proben

werden mit einer dunnen Metallschicht versehen, um die Oberflache leitend zu
machen und eine negative Aufladung zu verhindern. Hierfur wird Gold in einem
Kathodenzerstauber auf die Probe bedampft. Dieser Goldiberzug besteht aus lauter
Partikeln, die kleiner als 3 nm im Durchmesser und dadurch kleiner als die Auflésung
der meisten Rasterelektronenmikroskope sind.*® Es finden auch Palladium, Platin
und Silber Verwendung.**

Die Alternative ist eine Doppelbedampfung, wo die Probe zuerst mit Kohle bedampft
wird, um eine leitende Unterlage zu schaffen und danach mit Metall (Al, Cu, Au, Au-

Pd, Pt-Pd) bzw. Pt-C- Mischungen eine zweite Bedampfung durchgefiihrt wird.*’

Proben, die mit rlckgestreuten Elektronen oder mittels Rontgenmikroanalyse
untersucht werden sollen, dirfen nicht mit einem Schwermetall wie Gold Uberzogen
werden, da es die Unterschiede in den Ordnungszahlen flir die rlckgestreuten
Elektronen Uberdeckt und Rontgenstrahlung aus der Probe absorbiert. Stattdessen

wird in diesem Fall mit Kohlenstoff beschichtet.*

Oberflachenabdruckverfahren:

Wenn die Probe zu grof} ist oder nicht in kleinere Stucke zerteilt werden kann, so
kann man das Verfahren des Oberflachenabdrucks verwenden. Hier wird ein
negativer Oberflachenabdruck der Probe gemacht, der mit Epoxydharz gefullt wird.
Das Harz hartet aus und bildet den positiven Oberflachenabdruck, der dann montiert,

beschichtet und im REM untersucht wird.>°

Kryo-REM:

Manche Proben kénnen nicht chemisch fixiert werden, wie zum Beispiel Ole, Fette
und Nahrungsmittel wie Eis und Milch. Diese Proben wirden die REM-Saule
verunreinigen und Probleme in Bezug mit Vakuum verursachen. Aulderdem wirkt sich
die chemische Fixierung oft schadlich auf die Probe aus.

Die Probe wird bei -130°C (oder niedriger) in der REM-Kammer gehalten, sodass
kein Wasser oder andere organische Substanzen verdampfen kdnnen. In diesem
gefrorenen Zustand werden zwei Komponenten fur die Untersuchung gebraucht: Auf

der einen Seite eine Praparationseinheit, die das Gefrieren und Beschichten der
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Probe erlaubt, auf der anderen Seite eine Einrichtung, die die Probe wahrend der

Untersuchung gefroren halt.

Alternativen:
Luftrocknen
Hier wird die Probe einfach an der Luft getrocknet, montiert und mit einem Metall

Uberzogen.

Trocknen aus einem Losungsmittel

Bei der Trocknung wird das, in der Probe enthaltende, Wasser schrittweise durch
Flussigkeiten wie Alkohol, Propylenoxid oder Aceton ersetzt. Nachdem das Objekt
vollstandig mit Dehydrierungsmedium getrankt wurde, kann man dieses verdunsten
lassen oder einen Zwischenschritt einbauen, indem man das Objekt zum Beispiel
aus 100-%igem Alkohol schrittweise in eine Flussigkeit mit geringerer
Oberflachenspannung, wie Ether, Gberfluhrt.

Da aber diese Methode den Nachteil besitzt, dass bei der Eintrocknung dieser
Flussigkeiten noch Oberflachenspannungskrafte auftreten kdnnen, ist die Kritische-
Punkt-Methode flr die Trocknung besser geeignet. Diese bietet namlich eine

optimale Strukturerhaltung."”

Fixieren im Dampf

Die Probe wird in einen geschlossenen Behalter mit einer kleinen Menge wassrigen
Osmiumtetroxids (1- bis 4-%ig) eingebracht, und durch die Dampfe, die mit der
Probenoberflache reagieren, wird die Probe fixiert, gehartet und stabilisiert. Danach
wird die Probe aus dem Behalter genommen, an der Luft getrocknet, montiert und
beschichtet.

Vorfixieren in Dampfen

Die Probe wird mit OsO4-Dampf vorfixiert, dann mit Glutaraldehyd fixiert, entwassert,

am kritischen Punkt getrocknet, montiert und beschichtet.
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Gefrierfixation und Gefriertrocknung

Die Proben werden durch schockartiges Gefrieren fixiert. Das Eis sublimiert bei tiefer
Temperatur im Hochvakuum unter Umgehung der flissigen Phase. Vorteil dieser
Methode ist, dass bei der Dehydration keine Schrumpfungen auftreten.

Die Methode kann mit oder ohne Fixierung angewendet werden. Eine Vorfixierung in
Glutaraldehyd und eine Nachfixierung sind aber sinnvoll, weil sie der Probe eine
hohere Festigkeit verleihen und die Probe vor dem Einfrieren sorgfaltig mit
bidestilliertem Wasser gewaschen werden kann.*

Bei der Gefrierfixation ist es entscheidend, das Objekt schnell abzukihlen, um
Schaden durch Eiskristallbildung mdglichst klein zu halten. Bei geringen
Abkuhlungsraten kommt es vorwiegend interzellular zur Bildung von Eiskristallen,
wodurch den Zellen Wasser entzogen wird, was zu einem Anstieg der
Salzkonzentration und damit zu einer Gefrierpunktserniedrigung im Zellinneren fuhrt.
Die Folge sind Verlagerungen, Schrumpfungen und Risse im Gewebe. Bei héherer
Abkuhlungsgeschwindigkeit werden die Eiskristalle kleiner, haufiger und entstehen
intrazellular, was eine Beschadigung der Zellstrukturen zur Folge hat. Daher ist es
notwendig, die Probe innerhalb von Millisekunden unter -140°C abzukuhlen. Als
Kahimittel haben sich Propan, Isopropan und Frigen12 bewahrt, die mit flissigem
Stickstoff auf -140°C (Propan), -160°C (Isopropan) bzw. -158°C (Frigen12) gebracht
werden. Ebenfalls verwendet man Chemikalien wie DMSO (Dimethylsulfoxid),
Glycerin oder Gelatine, um das Wachstum von Eiskristallen zu reduzieren.>” Auch
Chloroform (2-%ig) kann verwendet werden.*

Nach dem Einfrieren darf die Temperatur hdochstens auf -80°C ansteigen, da sonst
eine Rekristallisation des Eises einsetzt, was Schadigungen hervorruft. Die Probe
wird aus dem Kuhlmittel genommen und in die Gefriertrocknungsanlage gebracht, wo
die vom Eis absublimierten Wassermolekile in unmittelbarer Nahe des Praparats
entweder an einem, mit flissigem Stickstoff oder einem Gemisch aus Trockeneis und
Aceton gekuhlten, Kuhlfinger kondensieren oder von Phosphorpentoxid

aufgenommen werden.
Als Alternativmethode zu der konventionellen Gefriertrocknung kann auch folgende

Technik angewendet werden: Zuerst erfolgt eine Trocknungsphase mit Sublimation
der Oberflache bei -80°C, danach eine Resttrocknung bei -20°C.%’
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Als weitere Alternative kann die vorgeschlagene Gefriertrocknung auch aus
organischen Lésungsmitteln, wie zum Beispiel Amylacetat, passieren.>®

Kryostat-Praparation

Die Probe wird als Ganzes in ein Kryostat eingebracht, dann eingefroren und
anschliefend geschnitten. Den Schnitt kann man an einer gewlnschten Stelle im
Praparat ausfihren, und er gelingt meist sehr prazise und sauber. Danach wird das
Praparat zum Auftauen in eine Pufferlosung gegeben, in einem Losungsmittel

entwassert, am kritischen Punkt getrocknet, montiert und beschichtet.

Gefrierbruch
Nach Fixierung und Entwasserung werden die Proben in flussigem Stickstoff
gefroren und danach mit einer gekuhlten Rasierklinge geschnitten. Die Technik heif3t

Gefrierbruch, weil die Klinge die Probe nicht schneidet, sondern sie bricht.

Einbetten in Harz

Man kann die Probe auch nach dem Fixieren in ein Epoxydharz einbetten, so wie
dies bei der Praparation fur TEM Usus ist. Danach werden die Proben in ein
Ultramikrotom eingebracht, eins bis vier uym dicke Schnitte angefertigt, in Ethanol
oder Aceton ausgewaschen, am kritischen Punkt getrocknet, montiert und
beschichtet.

Immunozytochemisches Verfahren

Oberflachenzielmolekile, wie zum Beispiel Antigene, Lektine oder Enzymsubstrate,
werden mit spezifischen Identifkationsmolekulen, wie Antikorpern, Polysacchariden
oder Enzymen, lokalisiert. An den Identifkationsmolekulen sind Stoffe wie Gold oder

Latexkugeln gebunden.*

Raster-Transmissionselektronenmikroskopie:

Ein Raster-Transmissionselektronenmikroskop (STEM: scanning transmission
electron microscopy) ist ein Elektronenmikroskop, mit dem Dlnnschnitte und andere
Proben in einem Abtastmodus untersucht werden konnen. Es stellt eine Kombination
von REM und TEM dar. Die einfallenden Elektronen durchstrahlen die Probe nicht im

Abbildungs- oder Scheinwerfermodus, wie das bei der TEM der Fall ist, sondern
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werden als Sonde benutzt und tasten die Probe in derselben Weise wie in der REM
ab.

Im Vergleich zur TEM bietet das Raster-Transmissionselektronenmikroskop den
Vorteil, dass Proben nicht so diinn geschnitten werden miissen'®, die Probendicke

liegt zwischen 100 nm und 1 pm.*

3.3 Préaparation fir CLSM

Zum Scannen der Oberflache der Probe kommen zwei verschiedene Verfahren zur
Anwendung, entweder wird das Objekt durch einen Piezo-Positionierer bewegt, oder
es wird eine Nipkow-Scheibe — das ist eine rotierende Lochscheibe — angewendet,
die die Probe punktférmig beleuchtet.*°

Harte Proben werden oft geschnitten oder geschliffen, damit diese nicht die
Objektlinse zerkratzen kdnnen. Wenn Objekte mit einem Deckglas versehen werden,
das einen anderen Brechungsindex wie die Probe oder das Medium vor dem
Objektiv (Luft) hat, werden dicke Deckglaser und nicht die Standard-Deckglaser mit
0,17 mm Dicke eingesetzt.*’

Bei der Technik des Negativ-Kontrasts werden kleine, isolierte, nicht fluoreszierende
Proben mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop visualisiert, indem man die
Probe in ein Medium mit einer fluoreszierenden L&sung gibt.*? Solche Farbemittel
sind zum Beispiel Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Acridin Orange (Detektion bei
500 nm), Cy5 (Detektion bei 630 nm), Phycocyanin (Detektion bei 630 nm), Nile Red,
Nile Blue,... .*!

Abhangig vom Untersuchungsziel werden spezielle Farbemitteln, Detektoren und

Laser verwendet.*?

3.4 Praparation fur RKM

Bei der RKM wird die Oberflache von ganzen, nicht geschnittenen Proben von einer
feinen, mechanischen Sonde abgetastet. Die Probe wird auf einer piezoelektrischen
Positionseinrichtung angebracht und bewegt. Auf einem dreieckigen Stlck
Metallfolie, dem Ausleger, ist eine sehr feine Spitze angebracht. Die Variation der
Anziehungskrafte zwischen Bahnelektronen der Spitze und denen der Probe bewirkt
eine Bewegung der Folie, die wiederum eine Stromanderung in der Fotodiode

hervorruft. Ein Laserstrahl wird auf die Folie gerichtet, und der reflektierte Laserstrahl
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wird mit Fotodioden nachgewiesen. Bei dieser Stromanderung wird ein Bild auf einer
Kathodenstrahlréhre erzeugt.*

Bei der Kraftmikroskopie existieren zwei verschiedene Betriebsarten: Wahrend die
ersten Rasterkraftmikroskope ausschlieBlich im Kontakt-Modus arbeiteten, ist
mittlerweile der Nicht-Kontakt-Modus ebenfalls etabliert. Beim Kontakt-Modus
(statische AFM) befindet sich die Spitze in mechanischem Kontakt zur
Probenoberflache, beim Nicht-Kontakt-Modus (dynamische AFM) hingegen schwebt
die Spitze Uber der Probe. Ein Hybrid von beiden stellt der sogenannte
intermittierende Modus dar, bei der die Spitze wahrend jeder Schwingungsperiode
einmal kurz die Oberflache beriihrt."" Diese Methode findet man in der Literatur auch
unter dem Begriff ,Tapping-Modus***. Die Vorteile des Nicht-Kontakt-Modus sind,
dass die Spitze nicht abgenutzt und die Probe nicht beschadigt wird, aulerdem sind
schnelle Ubersichtsaufnahmen damit méglich. Der Nachteil ist die geringere laterale

Aufldsung im Vergleich zur Kontakt-Methode.**

Die Probenpraparation ist nicht aufwendig, doch man muss darauf achten, dass
keine Fingerabdricke oder Staub von der Umgebung die Probe kontaminieren.
Trockene Proben werden an einen Probenhalter (Metalltisch) angeklebt.

Eine andere Methode der Probenvorbereitung ist das Einlegen in Lésungen.** % Hier
kann man das Objekt, das sich in einer Petrischale in einer Flussigkeit befindet,
direkt verwendet. Wichtig dabei ist, die Temperatur der Lésung zu beachten.*” Die
Messnadel ist namlich auf Temperaturanderungen extrem empfindlich. Nachteil
dieser Methode ist, dass man nachher alle Teile reinigen muss, die mit der Losung in
Kontakt waren, damit man Kontaminationen und Verunreinigungen bei weiteren

Analysen vermeidet.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodische Vorgehensweise bei Lebensmitteln: Vergleich von

unterschiedlichen Techniken

In diesem Kapitel werden zuerst Unterschiede zwischen den verschiedenen Arten
von Mikroskopen in Bezug auf physikalische Parameter, technische Details,...
erklart. Der zweite Teil handelt von den unterschiedlichen Einsatzgebieten dieser
Techniken im Nahrungsmittelsektor.

Allgemein kann gesagt werden, dass die Wahl der besten Methode von
verschiedenen Faktoren, wie zum Beispiel der Eigenschaften der Probe, Grolde der
Probe, Ausstattung des Labors, Auflésung des Gerats, Ziel der Untersuchung, ...
abhangig ist, und dass es besser ist, sich nicht nur auf eine Technik zu stutzen,
sondern mehrere anzuwenden, um Vergleiche anstellen zu konnen.

Die besprochenen Techniken werden sowohl fur eine qualitative Beschreibung der
Probe, als auch fur eine Analyse der Verteilung der Bestandteile im Lebensmittel
genutzt. Man kann mit den genannten Methoden somit auch zeigen, wie Bestandteile
sich gegenseitig beeinflussen konnen, sowohl in positiver, als auch in negativer
Hinsicht.

4.1.1 Auflosungsvermogen
Den Unterschied im Auflosungsvermégen von Licht-, Transmissions-,

Rasterelektronen-, konfakaler Laser-Raster-, Rasterkraft-,
Polarisationslichtmikroskopie und Magnetresonanztomogafie bringt die Tabelle 6

zum Ausdruck.
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Tabelle 6: Auflésungsvermogen von verschiedenen Techniken

Technik Auflésungsvermogen
Lichtmikroskopie 200 nm [
Transmissionsmikroskopie 0,2-0,3 nm ¥ bis 0,1 nm
Rasterelektronenmikroskopie 50 — 200 A ™'= 3-20 nm
Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie | bis 0,25 pm ' bzw. 0,2 um [
Rasterkraftmikroskopie 2-10 nm", bis 0,1 nm!¥!
Magnetresonanztomografie bis 0,1 nm'®!
Polarisationslichtmikroskopie bis 0,1 ym™

(Quelle:

Il ange, R. H. und Blodorn, J. (1981). Das Elektronenmikroskop TEM+REM. Thieme. Seite 1.['"]
®IReimer, L. und Pfefferkorn, G. (1973). Raster-Elektronenmikroskopie. Springer-Verlag Berlin

Heidelberg New York. Seite 3."

fel Flegler, S. L., Heckman, J. W. und Klomparens, K. L. (1995). Elektronenmikroskopie.

Spektrum Akademischer Verlag GmbH Heidelberg Berlin Oxford. Seite 120.5"
[Ihttp://deposit.ddb.de/cgi-bin/dokserv?idn=968943179&dok_var=d1&dok_ext=pdf&filen
ame=968943179.pdf 1**!
lelhttp:llhomepage.ruhr-uni-bochum.de/OIaf.Anhenn/CLSM.htmm]

M http:/iwww.veeco.com/pdfs/appnotes/AN48r2_SPM_AFM_278.pdf*™)

9l paddock, S. W (1999). Confocal Microscopy Methods and Protocols. Humana Press Totowa,

New Jersey, S. 1.150

[h] Rao, M. A. und Hartel, R. W. (1998). Phase/State Transitions in Foods. Marcel Dekker, Inc.
Seite 202-206."""")

Naturlich stellen die Werte fur das Auflésungsvermogen der einzelnen Gerate nur
Richtwerte dar, da die Auflésung von vielen physikalischen Parametern und
Einflussfaktoren abhangig ist.

Aus der Tabelle geht aber hervor, dass das Auflosungsvermogen von REM nur um
circa eine Zehnerpotenz besser als das der Lichtmikroskopie und um etwas mehr als
einer Zehnerpotenz schlechter als das der Transmissionselektronenmikroskopie ist.>*
Die Auflésung bei der TEM ist durch Praparation und Bestrahlung auf 0,1 nm
begrenzt. Beim Rasterelektronenmikroskop ist die verbesserte Tiefenscharfe fur die
guten Aufnahmen verantwortlich'’, bei einem Lichtmikroskop nimmt die Scharfentiefe

bei zunehmender VergréRerung stark ab.>*
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Zwei weitere Verfahren kommen im Kontext mit TEM, REM, RKM und CLSM immer
wieder vor, das sind Magnetresonanztomografie und Polarisationslichtmikroskopie.
Auf diese Verfahren wird aber im Laufe der Arbeit nicht eingegangen, weil die
Magnetresonanztomografie im Vergleich zur Licht- oder Elektronenmikroskopie zwar
eine sehr gute Aufldsung besitzt®', jedoch fiir das Forschungsziel dieser Arbeit schon
zu weit in den molekularen Bereich reicht und im Lebensmittelbereich fur Zwecke wie
Analyse von Bewegungen und Verteilungen®® von Komponenten und nicht fiir die
Untersuchung von Textur und Struktur brauchbar ist. Fiur die Herstellung von
anatomischen Schnitten von Menschen und Tieren®® ist die
Magnetresonanztomografie sehr beliebt und findet in diesem Gebiet wohl die grofite
Anwendung.

Auch die Polarisationslichtmikroskopie wird im Lebensmittelbereich bei der
Strukturaufklarung nicht haufig eingesetzt, weil die VergroRerung oft nicht ausreicht,
um bestimmte Teile zu visualisieren und man mit den anderen erwahnten Techniken
Details von kleinerer GroRe aufldsen kann'’".

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass man mit der CLSM und
Elektronenmikroskopie den molekularen bzw. submolekularen Bereich untersucht
und die RKM und die Magnetresonanztomografie hingegen den atomaren und

molekularen Level abdecken®*.

4.1.2 ProbengroRe und -dicke
In der Tabelle 7 wird die ProbengroRe und die Probendicke fur die verschiedenen

Methoden behandelt.

Tabelle 7: ProbengroBe bzw -dicke bei verschiedenen Methoden

Methode Probengrofle / Probendicke
REM 3mm x 8 mmF!

TEM 100 nm™

CLSM -

RKM -

(Quelle:

fal Flegler, S. L., Heckman, J. W. und Klomparens, K. L. (1995). Elektronenmikroskopie.

Spektrum Akademischer Verlag GmbH Heidelberg Berlin Oxford.>"))

Anm.: - ... kein Schneiden notwendig
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Fur die Transmissionselektronenmikroskopie ist die Praparation der Probe ziemlich
schwer, weil fur diese Methode eine Probengrofle bzw. — dicke von 100 nm
erforderlich ist.

Bei der CLSM und RKM ist keine bestimmte Probendicke bzw —gréfRe notwendig,
was einen grof3en Vorteil bezuglich Praparation bringt. Die RKM schafft eine hohe

VergroRerung bei groRer Aufldsung mit kurzen Probenvorbereitungen®®*®

, was sie
sehr beliebt macht. Darauf wird aber in den weiteren Kapiteln noch naher

eingegangen.

4.1.3 REM vs. RKM
Den Vergleich zwischen REM und RKM zeigt die nachfolgende Tabelle. Wie man

daraus erkennen kann, ist RKM vor allem fir die Analyse von dreidimensionalen

Strukturen geeignet.
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Tabelle 8: Unterschiede zwischen REM und RKM

Charakteristiken der Probe

REM

RKM

Praparation [

aufwendig

leicht

Probenbeschaffenheit @

vakuumtauglich

,2hormal“, eventuell

GroRenveranderung

Arbeitsumgebung

Vakuum

trocken, flissig, Vakuum

Analyse Oberflichenanalyse | Oberflichenanalyse
Fokustiefe ™ klein klein

Tiefenschérfe groR mittel

Aufldsung (xy-Achse) ! 5nm 0,1—1nm
Auflésung (z-Achse) P! - 0,01 nm
VergréRerung ! 1*10" 5*10%-10°

Bild ™

2-dimensional

3-dimensional

Schnelligkeit des Verfahrens ™

schnell

langsam

(Quelle:
[a] Braga, P.C. und Ricci, D. (2004). Atomic Force Microscopy: Biomedical Methods and
Application. Humana Press Inc.. Seite 181.10

[b] Lapshin, R. V. (2004). Feature-oriented scanning methodology for probe microscopy and
nanotechnology. Nanotechnology, Vol. 15, iss. 9. S. 1135-1151.5°7

Lapshin, R. V. (2007). Automatic drift elimination in probe microscope images based on
techniques of counter-scanning and topography feature recognition. Measurement Science
and Technology, Vol. 18, iss. 3. S. 907-927.%)

Die Vorteile der RKM gegenuber der REM zeigen sich laut Tabelle 8 in der
Moglichkeit der Aufnahme von 3-dimensionalen Oberflachenprofilen der Probe, was
durch die gute Aufldsung in der xy- bzw. z-Achse erméglicht wird'®. Die REM liefert
Bilder. Wahrend bei der RKM

Probenvorbereitung notwendig ist, missen die Proben bei der REM aufgrund der

dagegen ,nur‘ 2-dimensionale keine
Probenumgebung im Vakuum aufwandig prapariert werden, was zur Schadigung der
Probe fuhren kann. Da bei der RKM nicht im Vakuum gearbeitet wird, kann man auch
lebende Organismen oder biologische Makromolekulle damit gut untersuchen.

Die Nachteile der RKM im Vergleich der REM zeigen sich in der Tiefenscharfe und in
der Schnelligkeit des Verfahrens: Wahrend man fur eine Analyse mittels RKM einige
Minuten braucht, arbeitet REM bei niedriger Qualitat beinahe ,real-time“. Ein weiterer

Nachteil der RKM zeigt sich in der Hysterese des piezoelektrischen Materials®®.
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4.1.4 TEM vs. REM
Je nach Ziel und Aufgabenstellung wird die REM oder TEM als Analysenmethode

angewendet.

In Abbildung 10 wird der Unterschied zwischen REM und TEM in Bezug auf
VergroRerung deutlich. Beide Bilder zeigen einen Mausmuskel, im Speziellen die T-
Tubuli. Das obere Bild (A) erhielt man durch die REM, das untere (B) durch die TEM.

(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.49.1'®)
Anm.: Der Strich im rechten unteren Eck stellt bei (A) 1um und bei (B) 2 ym dar.

Hiermit soll gezeigt werden, dass die REM eher den Bereich Makro- und
Mikrostruktur, TEM dagegen den Mikro- und Ultrastruktur®® abdeckt.'® Zur
Makrostruktur zahlen das allgemeine Aussehen der Probe, die Oberflache,
Kanten,... , wahrend die Mikrostruktur kleinere Merkmale, wie Zellgrof3en, -langen, -
starken und die Verteilung und Orientierung von Zellen beschreibt. Die Ultrastruktur
deckt einen noch kleineren Bereich, wie zum Beispiel Oberflachenstrukturen und -
beschaffenheit, ab.®’ Wie schon anfangs erwahnt, muss man daher im Vorhinein
festlegen, in welchem Bereich man arbeiten moéchte und wahlt dann das geeignetste

Elektronenmikroskop aus.
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Es gibt auch einen Unterschied bei der fur die REM bzw. TEM eingestellten
Spannung: Wahrend bei der REM 3 bis 20 kV Spannung verwendet wird, wird bei der
Untersuchung mit TEM 60 bis 80 kV gebraucht.®?

4.2 Einsatzbereiche der Methoden im Nahrungsmittelsektor

4.2.1 Immunchemische Methoden
Bei der Untersuchung von Lebensmitteln werden unter anderem immunchemische

Methoden eingesetzt, wo spezifische Proteine und Polysaccharide in der Probe
lokalisiert werden. Es werden dazu markierte Antikorper oder Lektine verwendet.
Wahrend fruher Ferritin oder Diaminobenzidin als Marker verwendet wurden, werden
mittlerweile Goldpartikel fur die Elektronenmikroskopie genommen. Diese haben den
Vorteil, dass sie in allen GroRen produziert werden kénnen und innerhalb einer
Probe zwei oder mehrere verschiedene Komponenten kennzeichnen.

Das Prinzip, das dahintersteckt, ist folgendes: Primare mono- und polyklonale
Antikdrper binden an spezifischen Antigenen in der Probe. Die sekundaren
Antikorper sitzen auf den Goldpartikeln, manchmal verwendet man auch das Protein
A von Staphylococcus aureus. Die Goldpartikel reagieren dann mit den primaren
Antikorpern und kennzeichnen jene Bestandteile, die von Interesse sind.

Zum Beispiel kann man Molkenproteine (B-Lactoglobulin) in Fleischprodukten
lokalisieren. Dies zeigt Abbildung 11. Auf dem oberen Bild ist erkennbar, dass
primare, spezifische Antikdrper mit B-Lactoglobulin reagieren und sekundare, nicht
spezifische Antikorper B-Lactoglobulin mit Gold maskieren. Im unteren Bild ist Gold

erkennbar, was auf 3-Lactoglobulin im Fleisch hinweist.
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(a)

Primary antibody
{Rabbit anti-f-lacteglabuling

Secondary gold-labelled antibody
{Goat anti-rabbit 1gG)

| Gold granules

Muscle proleins

P-actoglobulin
Whey proteins

(b) Muscle
proteins

Whey
Gaold granules proteins

Abbildung 11: Immunchemische Methoden
(a) Reaktion zwischen primaren, spezifischen Antikorpern mit g -Lactoglobulin; sekundare,
nicht-spezifische Antikorper (auf den Goldpartikel) markieren B-Lactoglubin mit Gold.
(b) Verteilung von Gold (welches anzeigt, dass B -Lactoglobulin im Fleisch vorherrscht)
(Quelle: Kalab, M. et al. (1995). S. 182."%)

4.2.2 Fraktale Analyse
Die fraktale Analyse dient zur Bildanalyse und macht Schatzungen Utber den Grad

der UnregelmaRigkeit bzw. Abweichung einer Struktur. Weiters kann man
Entwicklung von Strukturen untersuchen und Veranderung wahrend Prozessen, wie
zum Beispiel Agglomeration oder Kristallisation, beschreiben. Die fraktale Analyse
stellt auch die Porositdt und Rauheit bzw. Oberflachenbeschaffenheit von
Lebensmitteln dar."

Nach Peleg kann man den Grad von agglomerierten Kaffeepartikeln und ihre
Tendenz, nicht zu verklumpen, ebenfalls durch fraktale Analyse bestimmen. Hierzu

wird die fraktale Dimension von den Partikel-Silhouetten gemessen.
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4.2.3 Gefrieren von Lebensmitteln
Die Lokalisation von Eiskristallen ist vor allem von der Schnelligkeit des Gefrierens

abhangig. Langsames Gefrieren ist fur die Bildung von Eiskristallen in extrazellularen
Bereichen verantwortlich. Diese Kristalle sind sehr gro® und haben meistens eine
verminderte Qualitdt der Lebensmittel zur Folge. Auf der anderen Seite fluhrt
schnelles Gefrieren zur Bildung von kleinen Eiskristallen, was auch die Qualitat des
Produktes verschlechert. Abbildung 12 zeigt den Unterschied zwischen langsamem
und schnellem Gefrieren am Beispiel der Erdbeere. Durch die REM konnte dieser

Gegensatz sehr gut visualisiert werden.

e

Abbildung 12: Erdbeeren / REM: (A) schnelles Gefrieren, (B) langsames Gefrieren
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.73.I'")

In der linken Abbildung sieht man intakte Zellen mit kleinen Eiskristallen, verursacht

durch schnelles Gefrieren, wahrend rechts die Zerstérung der Zelle in Folge

langsamen Gefrierens erkennbar ist.
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4.2.4 Untersuchung von Lebensmittelgruppen
Milch und Milchprodukte

Die Mikrostruktur von Milchprodukten ist reich an Fettkigelchen, Membranen,
kolloidalen Aggregaten und Kristallen. Durch die heterogene Zusammensetzung von
Lebensmitteln ist es oft schwer, die Struktur derselben zu erfassen und zu
analysieren, und es sind Techniken entstanden, die versuchen, auch die Struktur
problematischer Lebensmittel zu erfassen. Zu diesen Produkten gehdéren vor allem
Fette und fettreiche Lebensmitteln, weil ihre Mikrostruktur im Vergleich zu anderen
Lebensmitteln enorm temperaturabhangig ist.'®

Gerade Milch und Milchprodukte sind fur die Elektronenmikroskopie auf Grund des
ahnlichen Gehalts an flissigem Fett und Wasser schwer zu praparieren.

In der nachfolgenden Tabelle wird erklart, fir welche Milchprodukte TEM bzw. REM

angewendet werden.®

Tabelle 9: Elektronenmikroskopische Techniken bei der Analyse von Milch und Milchprodukten

Technik | Probenbeschaffenheit Milchprodukt

REM Trocken Milchpulver, Molke,
Butte rmiIch63'64'65’66’67'68'69’70’71 72,73

Getrocknet fettreduzierte Milchprodukte

74,75,76,77,78,73

hohem Fettanteil (Creme, Butter, ...)"

Frieren und mit Gold repliziert Viskose Milchprodukte und Milchprodukte mit

Frieren und mit Gold oder Eiscreme, Schlagobers, Butter®°"82%3
Kohlenstoff behandelt
TEM Negativbild Suspension Flissige Milch, Creme 3*:8°>191.86.87.88,89,90.91,92
Metallschatten- | Suspension Flissige Milch, Creme®®9394.95.96.97
Technik
Dunne Schnitte | Suspension, Flissige Produkte, Kase, Creme (mit
feSt Agar)62,178,98,99,100,71,74,75,76,101,102,73,103,88,

104105,106,107,108,109,110,111,112,113,114,115,

116,117,118,119,120,121

(Quelle: Kalab, M. (1981).1"°%)
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Wie man daraus erkennen kann, wird REM eher fur getrocknete und viskosere
Milchprodukte, wie Milchpulver, Creme, Bultter,..., eingesetzt. TEM hingegen gibt
Aufschluss Uber Suspensionen. Weiters kann gesagt werden, dass die
Gefrierbruchtechnik bei der TEM grundsatzlich far alle

83,88,122,123,124,125,126,127,128,129,130,131,132,133,134,135,136,,137,138,139,140,141,142,143-144-145,146,147 und

die Replikation von getrockneten Proben fiir proteinreiche Milchprodukte®®14’
angewendet werden kann.

149 sollte sie

Die CP-Trocknung bietet viele Vorteile. Bei Produkten mit gelierter Starke
jedoch nicht angewendet werden, weil diese nicht fixiert werden koénnen. Ein

Lebensmittel dieser Art wére zum Beispiel Joghurt mit Stabilisator™.

Milch

RKM kann fur die Untersuchung von Milch verwendet werden.

In der folgenden Abbildung sind Caseinmizellen von Kondensmagermilch dargestellt.

Abbildung 13: Caseinmizellen von Magermilch / RKM
(Quelle: Kalab, M. et al. (1995). S.181."%)

Die Probenvorbereitung zur Analyse der Caseinmizellen ist nicht aufwendig: Ein
Tropfen von Kondensmilch wird auf ein Deckglas gebracht und 15 Minuten bei
Raumtemperatur gewartet, danach wird die Probe unter Raumbedingungen

gescannt.”

Milchpulver
Bei diesen Partikeln handelt es sich um hohle Bereiche mit einer feinen Oberflache.

Unter einem Rasterelektronenmikroskop sieht man die kristallisierte Laktose. Die
REM wird verwendet, um zu schauen, ob Laktose nach dem Spriahtrocknen

(wahrend der Lagerung) nadeldhnliche Kristalle ausbildet und bei der
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Vorkristallisation ohnehin keine atypischen Formen entstehen. Die Partikel werden
mit heiler Luft getrocknet, und man kann sie noch mit einer oberflachenaktiven
Substanz (Lecithin) iiberziehen.®

Mit CLSM hat man ebenfalls die Oberflache von Milchpulver untersucht. Fur diesen
Zweck wurde das Milchpulver in einer Glycerol-Lésung mit einem fettléslichen,

fluoreszierenden Farbemittel verteilt."®

Milchschaume

Elektromikroskopische Untersuchungen werden genutzt, um detaillierte Erkenntnisse
Uber den Aufbau der Grenzflache Luft / Wasser in Milchschaumen zu erhalten. Der
erste Schritt der Probenvorbereitung ist das Aufschaumen von Milch. Nach einer
Standzeit von 20 Minuten werden die Proben in flissigem Propanstrahl eingefroren.
Hierfir wird eine Spatelspitze Schaum auf ein Goldtragernetzchen aufgebracht,
welches dann auf ein kupfernes Tragerplatichen platziert wird. Ein zweites
Tragerplattchen wird oben draufgesetzt. Dieses ,Praparat-Sandwich® wird in den
Probenhalter eingesetzt und in ein Gefriergerat Uberflhrt, indem die Probe bei -
180°C durch flissiges Propan eingefroren wird. Anschlie3iend werden die Praparate
aus dem Einfriergerat entnommen und in flissigen Stickstoff Uberfihrt. Die Proben
werden danach in eine Hochvakuum-Gefrieratzanlage gegeben, und es wird ein
Praparatabdruck (Gefrierbruchtechnik) hergestellt. Der Objekttragertisch der
Vakuumkammer wird zur besseren KalteUbertragung mit flissigem Frigen bepinselt.
Die Brechung der Probe erfolgt bei -120°C entlang innerer Oberflachen. Im Vakuum
werden Platin und Kohlenstoff im Winkel von 45° verdampft, wobei sich eine diinne
Schicht auf dem Objekt niederschlagt. Zur Verstarkung des Kontrastes wird mit
Kohlenstoff im Winkel von 90° beschattet. Anschlielend wird die Probe in
destilliertes Wasser gegeben und somit die Abdruckschicht isoliert, welche in
Chlorbleichlauge, danach wieder in destilliertes Wasser, Aceton und nochmals in
destilliertes Wasser gegeben wird. Anschlielend wird der Abdruck auf Papier

t151, 152, 153, 154

getrockne . Danach werden die hergestellten Praparate bei einer

Spannung von 80 kV mit einem Transmissionselektronenmikroskop untersucht.®

Schaume aus unerhitzter Magermilch weisen eine raue, unregelmalige,
porenahnliche Struktur auf. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei Schaumen aus
pasteurisierter Magermilch eine gleichmalige, gekdrnte Struktur auf der

Luftblasenoberflache.'®
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Es wird auRerdem beobachtet, dass bei Schaumen aus erhitzten Proteinlésungen, im
Vergleich zu solchen aus nativen, nicht erhitzten Proteinlosungen, eine erhohte

Proteinmenge an der Grenzfliche Luft / Wasser adsorbiert.'*®

Joghurt
In der nachfolgenden Abbildung, die mit konfokaler Mikroskopie erstellt wurde, sieht

man Joghurt, das mit verschieden hohen Dricken homogenisiert wurde. Der héhere
Druck fuhrt zur Ausbildung von vielen, kleinen Fettkigelchen, wahrend das

Homogenisieren mit niedrigerem Druck grof3e Fettkugeln hervorbringt.

L Al

Abbildung 14: Joghurt / CLSM
(a) Homogenisierung bei hohem Druck; (b) Homogenisierung bei niedrigem Druck
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.247.1"*"))

Im oberen Bild sind die Fettkugelchen klein, da mit hohem Druck geruhrt wurde, im
unteren Bild finden sich auf Grund der Homogenisierung bei niedrigem Druck grof3e
Fettklgelchen.

Dieser Unterschied in der Mikrostruktur macht sich auferlich bzw. makroskopisch in

der Konsistenz bzw. im Wasserhaltevermodgen erkennbar. Weiters kann die
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Veranderung der Struktur auch ein ungewohntes sensorisches Gefuhl im Mund

auslosen und dadurch vom Konsumenten abgelehnt werden.

Weiters ist die Temperatur bei der Joghurtherstellung entscheidend. Hierzu wurden
zwei Joghurtsorten bei 5°C und 35 °C mit der CLSM untersucht, und die zwei Proben
wurden auch nach Kauen bzw. Einnahme in den Mund analysiert.

Abbildung 15 zeigt den Unterschied in der Struktur bei diesen unterschiedlichen

Bedingungen.

Abbildung 15: Zwei Joghurtsorten / CLSM
Gekaut (links), bei 35°C (Mitte) und bei 5°C (rechts)
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.247.1""))

Bei der ersten Joghurtsorte (obere Reihe) ist eine Ahnlichkeit zwischen dem Joghurt,
das auf 35°C erhitzt wurde (mittleres Bild) und dem Joghurt, das bereits im Mund war
(linkes Bild), ersichtlich, wahrend sich diese Vergleichbarkeit in der unteren Reihe
(bei Joghurtsorte 2) nicht findet."’

Das Beispiel des Joghurts soll bewusst machen, wie stark Prozessanderungen, wie
Kochen, Frieren, mechanische Belastungen,..., die Struktur von Lebensmitteln

beeinflussen konnen.

Kase
Die nachfolgende Abbildung zeigt Kése, der durch das Oberflachenabdruckverfahren
prapariert und elektronenmikroskopisch (TEM) untersucht wurde. Hierzu wurde ein
Abdruck mit Platin und Kohlenstoff gemacht.’ Deutlich zu erkennen ist der

Unterschied zwischen den Fettkugelchen und der Proteinmatrix.
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Abbildung 16: Kése / TEM: gefroren, mit Platin und Kohlenstoff behandelt.
Homogene Verteilung der Fettkiigelchen (F) in der Proteinmatrix (P)
(Quelle: Kalab, M. et al. (1995). S. 182.1"*)

FUr die Untersuchung mittels REM wird der Kase in 1,4-%iger Glutaraldehyd-L6sung
fixiert, in einer Ethanol-Reihe dehydratisiert, mit Chloroform behandelt und CP-
getrocknet. Die getrocknete Probe wird gebrochen, mit Kohlenstoff und Gold

behandelt und mittels REM visualisiert.

Die Struktur von Hartkase besteht aus einem dichten Casein - Netzwerk mit
kristallinen Milchfettkligelchen, die in einem ,Geflecht® inkludiert sind.
Abbildung 17 zeigt den Verlauf einer Gefrierbruchtechnik bei einem Gouda, die

Visualisierung erfolgte durch konfokale Mikroskopie.
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Abbildung 17: Gouda: Bruch - Ausbreitung nach Einschnitt / CLSM.
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.250.1"°")

In diesen Bildern wird ein Phanomen sichtbar, das im Methodikteil bei der
Gefrierbruchtechnik erwahnt wurde. Bei dieser Technik unterscheidet man zwei
Arten, und bei einer Art wird die Probe mit einem Messer ,geschnitten®. In der
Abbildung wird aber ersichtlich, dass es sich nicht um ein Schneiden im Ublichen
Sinn handelt, sondern dass die Probe auf Grund ihrer Konsistenz in Wirklichkeit
gebrochen wird. Nach dem Einschnitt breitet sich der Bruch durch die schwachsten

Stellen in der Struktur aus.

Joghurt, Topfen, Kase

Um gute Bilder mit REM zu erreichen wird die Trocknung nach der Critical-Point-
Methode angewendet. Zuerst werden die Proben in 1 x 1 x 10 mm grof3e Prismen
geschnitten, die danach in einer Ethanol-Reihe dehydratisiert werden. Nachdem man
sie mit 100% Ethanol behandelt hat, werden sie durch flussigen Stickstoff gefroren.

Danach werden die Proben gebrochen, in Ethanol gegeben und CP-getrocknet.
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Fur Tofu qilt die gleiche Probenvorbereitung. Fettreiche Produkte, wie Topfen oder
Kase, werden mit Chloroform oder n-Hexan behandelt, ansonsten wird die oben

genannte Methode angewendet.

Cottage Cheese

In Abbildung 18 sient man den Unterschied von drei verschiedenen REM-
Praparationsmethoden von Huttenkase (,Cottage Cheese®). In der linken Abbildung
sieht man ein REM-Bild von Kase, der in Glutaraldehyd fixiert, gefriergetrocknet und
dann gebrochen wurde. Das mittlere Bild zeigt den gleichen Kase, dieser wurde aber
in Glutaraldehyd fixiert, in einer Ethanol-Reihe bis zum absoluten Ethanol
dehydratisiert, in Freon eingefroren, durch flussigen Stickstoff gefriergetrocknet, in
absoluten Ethanol aufgeschmolzen und CP-getrocknet. Auf dem rechten Bild sieht
man den Kase, der mit 30% Glycerol behandelt, in Freon eingefroren, durch fllissigen
Stickstoff gefriergetrocknet, in Glutaraldehyd fixiert, in einer Ethanol-Reihe

dehydratisiert und CP-getrocknet wurde.

Abbildung 18: Hittenkdse / REM: durch drei verschieden Techniken untersucht
(Quelle: Peleg, M. und Bagley, E.B. (1983). S.53.1'"))

Wie aus den Bildern zu erkennen ist, sind alle drei genannten Methoden fur die

Untersuchung von ,Cottage Cheese” anwendbar.

Eiscreme
Die Textur von Eiscreme ist abhangig von der Grol3e der Eiskristalle, vom Gehalt und
der Verteilung von Fett und der Proportion und Gréfte von Luftraumen. Um kleine
Eiskristalle zu bekommen, wird rasch gefroren. Wahrend der Lagerung von Eiscreme
konnen sich durch Temperaturanderungen grof3e Kristalle bilden. Kristalle, die groflder

als 40 bis 50 ym sind, werden im Mund als stérend wahrgenommen.®
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Abbildung 19 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme (REM) von Eiscreme.

Hergestellt wurde das Praparat durch die Kryo-Technik.

Abbildung 19: Eiscreme / REM (Kryopraparation)
F=Fettkiigelchen, A = Luftblase, | = Eiskristallansatz
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.150.1'®))

Einsatzbereiche von Elektronenmikroskopie, konfokaler Mikroskopie und

Rasterkraftmikroskopie bei Milchprodukten (allgemein)

Die Einsatzbereiche von Elektronenmikroskopie und konfokaler Mikroskopie bei der
Untersuchung von Milchprodukten ist unterschiedlich.

CSLM wird vor allem fur die Analyse der Bildung von Gelen benutzt. Man untersucht
die Mikrostruktur von Milchprodukten, die gelartige Konsistenz haben, wie
Eierscreme, Pudding, VanillesoR3e, gelierte Milch,..., und Topfen. Hier widmet man
sich vor allem der Veranderung der Struktur wahrend Temperaturanderungen, der
Wechselbeziehung zwischen Milchproteinen und Polysacchariden, der Analyse von
Exopolysacchariden, der Lokalisation von Proteinen und Fett und der Untersuchung
von Emulsionen in Milchprodukten. Fettkugelchen in Kédse zum Beispiel konnen mit
Nile Blue oder Nile Red identifiziert werden.

Abbildung 20 zeigt ein Bild von Kase, die Proteine sind vom Fett deutlich zu

unterscheiden.
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Abbildung 20: Kase: Proteine und Fett / CLSM
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.65.°")

Proteine werden durch Anfarben leicht erkennbar, die Fettphase wird durch Negativ-
Kontrast sichtbar gemacht.

Die Qualitat von Cremes kann ebenfalls durch CLSM uberprift werden. Diese wird
durch Pasteurisieren, Lagern und anderen Prozessschritten verandert bzw.
beeinflusst. Die Qualitat kann am fettfreien Gehalt und am Grad der Verbindungen

der Kuigelchen gemessen werden.””

Zur Veranschaulichung zeigen die drei folgenden Abbildungen typische
Einsatzbereiche fiir Elektronenmikroskopie und konfokaler Mikroskopie.”™” In der
Abbildung 21 sieht man die Struktur von Magermilch, die durch die CLSM visualisiert
wurde. Bei den beiden elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die geronnenes Gel
und Topfen darstellen, kann man Wasser, Fett und Proteine deutlich

auseinanderhalten, und man hat somit die Struktur im Detail vorliegen.

Abbildung 21: Gel (durch Chymosin) aus Magermilch / CSLM

weill = Proteine, schwarz = Wasser
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.604.1%")
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w. " e -

Abbildung 22: Geronnenes Gel mit Fettkiigelchen (F) / REM
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.603."%"))

0 4
Abbildung 23: Topfen / Elektronenmikroskopie

A = Wasser, F = Fett, P = Protein
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.604.1%")

Mit der RKM wurden Molkenproteine untersucht. Dafur wurden sie auf einem Film mit
40-%igen Glycerol aufgetragen, 72 Stunden getrocknet und danach mittels RKM
analysiert.”®® Abbildung 24 zeigt das Ergebnis dieser Probenvorbereitung. Das Bild
wurde durch den Kontakt-Modus aufgenommen, dieser erlaubt héhere Bildqualitaten
als der Nichtkontakt-Modus. Zu sehen sind drei gro3e Proteinglobuline, links unten

im Bild sieht man mehrere kleine Proteine.'®

V40 i

150 pm

Abbildung 24: Molkenproteinfilm / RKM
(Quelle: Lent, L. E. (1998). S.2.1'*%)
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Rontgenstrukturmikroanalyse

Bei der RoOntgenstrukturmikroanalyse werden Rontgenstrahlen durch das
Zusammentreffen von Elektronen im Mikroskop emittiert. Diese haben ein
bestimmtes Energieniveau, charakteristisch fur das Element, welches sie generiert
haben. Durch Detektion kann man feststellen, um welches Element es sich handelt,
weiters kann man qualitative und quantitative Aussagen Uber Lebensmittel aufgrund
der Elementanalyse machen. Elemente mit geringem Atomgewicht, wie zum Beispiel
Bor, Stickstoff und Fluor, sind schwerer zu detektieren als Elemente mit hdherem
Atomgewicht.

Bei den Rontgenstrahlendetektoren unterscheidet man zwei verschiedene Systeme,
energie - dispersive und wellenlangen — dispersive, wobei die wellenlangen —
dispersiven Systeme fur den Lebensmittelanalysenbereich nicht eingesetzt werden.
Die energie — dispersive Rontgenmikrobereichsanalyse wird hingegen flr diesen
Bereich sehr gerne verwendet. Diese Technik ermdglicht es, das ganze Spektrum

der Elemente abzudecken.

Elektronenenergieverlustspektroskopie

Abbildung 25 zeigt die Verteilung von Kalzium in einer Caseinmizelle von Milch.
Erstellt wurde das Bild durch Elektronenenergieverlustspektroskopie. Vorteilhaft an
dieser Methode ist, dass die Nachweisgrenze bei wenigen einzelnen Atomen liegt. In
Verbindung mit einem TEM kann man die genaue chemische Zusammensetzung auf
einer sehr lokalisierten Stelle bestimmen'®'. Die Praparation der zu untersuchenden
Proben ist dann aber aufwandig, da es notwendig ist, dass die Probe extrem dinn
ist, um Vielfachstreubetrage zu minimieren. Aullerdem ist eine homogene

Probendicke wiinschenswert.'®?

o

Abbildung 25: Verteilung von Kalzium in einer Caseinmizelle in Milch / EELS
GroRe des Balkens: 0,25 ym
(Quelle: Kalab, M. et al. (1995). S.181."%)
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Das Prinzip von EELS beruht auf dem Verlust von Energie, wenn schnelle Elektronen
auf oder durch eine Probe treffen. Verschiedene Wechselwirkungen in der Probe
fuhren dazu, dass einige Elektronen Energie abgeben. Dadurch verringern sie ihre

Geschwindigkeit und werden im Analysator stirker abgelenkt.®’

Feldemissionsrasterelektronenmikroskop

Die Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie ist eine Art der REM. Diese Methode
zeichnet sich durch hohe Aufldsung aus. Man nutzt sie fur die Untersuchung von

Casein-Mizellen."’

Starkehaltige Produkte

Starkekdrner
Starke ist ein Reservekohlenhydrat bei Pflanzen und ein Gemisch aus zwei
Glycanen, namlich Amylose und Amylopektin. Starkekdrner werden in den

Amyloplasten gebildet'®

und sind je nach Pflanzenart verschieden aufgebaut. Sie
sind in kaltem Wasser unloslich. Durch Kochen schwellen die Starkekorner an, bei
einer gewissen Temperatur (65 — 80°C) wird die semikristalline Struktur zerstort, und
die Gelatinisierung tritt ein."®

Mit der REM kann man Starkekorner sehr genau analysieren. Das zeigt die folgende
Abbildung, wo man Starkekorner von Getreide, Tapioka (Maniok), Weizen und

Kartoffeln unterscheiden kann.

(A) Getreide, (B) Tapioka, (C) Weizen, (D) Kartoffeln
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.77.['®)
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Die Stabilitat und Festigkeit von Starkekérner konnen durch RKM sichtbar gemacht

werden. Dies zeigt Abbildung 27.

Abbildung 27: Starkekorn / RKM
GroRe: 30 x 30 pm
(Quelle: Dickinson, E. (1995). Fig. 3.6.")

Verglichen mit der REM und TEM®' kann man mit der RKM viele Prozesse verfolgen,
ohne Schadigungen durch Elektronen befurchten zu mussen, und die
Probenvorbereitung ist leichter. Fruher wurden die Objekte flr die RKM fixiert oder
getrocknet.'® Bei zellularem Material wurde auch luftgetrocknet, fixiert oder bis zum

kritischen Punkt getrocknet,'6%16%166.167.168

Kartoffeln
Werden Kartoffeln gekocht, entstehen zwei wichtige Strukturen: Zuerst gelatiniert die
Starke bei 58 bis 70°C, danach zerfallt die Zelle auf Grund der Zerstérung der
Mittellamelle. Wenn die gelatinierte Starke anschwillt, platzt die Zellwand, und man
erkennt diesen Fehler an einer matschigen (nicht festen) gekochten Kartoffel. Durch
Gefriertrocknung und Untersuchung mit der REM konnte man diesen Prozess
verbessern, indem man das Vorkochen der Kartoffel bei 71°C auf 20 Minuten

ausgedehnt hat."®

Getreideprodukte, Backwaren und SiRigkeiten

Getreideprodukte kénnen mit der CLSM sehr gut untersucht werden. Starkekdérner
werden mit Nile Blue bei 630 nm detektiert. Man kann auch Backwaren und

SuRigkeiten wahrend Prozessanderungen beobachten.

Getreidesnacks

FuUr die Untersuchung von trockenen Snacks aus Getreide kann die REM verwendet

werden.'®® Es wurde ein Zusammenhang zwischen der Struktur von Laktose in
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Milchpulver und dem a,-Wert gefunden. Diese Beziehung hat sowohl Einfluss auf die
Qualitat als auch auf die Textur des Lebensmittels'”. Fiir die Analyse wird die Probe
auf eine Aluminiumplatte gegeben und auf einen a,-Wert von 0,11 getrocknet. Dann
werden die Snacks mit Gold und Palladium (60% und 40%) bedampft und mittels
REM bei 6 kV und bei einer PunktgréRe von 320-640 A untersucht.

Brot
Brot kann fur die Untersuchung mittels REM unterschiedlich prapariert werden. Eine
Moglichkeit ist eine Fixierung in 5-%igen Gluataraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer mit
einer Endfixierung in gepufferten 1-%igen Osmiumtetroxid. Nachdem die Probe in
Wasser gespiilt wird, wird sie in Ethanol dehydratisiert und luftgetrocknet.””?

Abbildung 28 zeigt das Ergebnis dieser Praparationstechnik.

Abbildung 28: Brot / REM (Lufttrocknung)
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.236.['%)

In der Abbildung erkennt man, dass Starke und Proteine keine kontinuierliche Phase
bilden. Man erkennt die Oberflache von Starkekdérner, die sich als lange,
scheibenformige, wie als kleine, runde Kérnchen zeigen.

Eine andere Mdglichkeit nach der Fixierung in Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid
und Dehydratisierung in Ethanol ist die CP-Trocknung'’?, das Ergebnis sieht man in
Abbildung 29.
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Abbildung 29: Brot / REM (CP-Trocknung)
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.236.1'")

Weiters kann nach der Dehydratisierung auch eine Gefriertrocknung erfolgenm, wie
dies in Abbildung 30 der Fall ist.

1.- I .‘ b L 4 5 < _ ..r I'-. -
Abbildung 30: Brot / REM (Gefriertrocknung)
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.236.['%)

Fetthaltige Lebensmittel

Bei der Analyse von Fett werden je nach Ziel der Untersuchung verschiedene
Methoden angewendet. Um das Verhaltnis flissiger Anteil zu festem Anteil oder den
festen Anteil zu untersuchen, kommen die Dilatometrie, die NMR
(Kernresonanzspektroskopie) und die MRI (Magnetresonanztomografie) in Einsatz.
Um die Fettkristalle zu analysieren, finden spektroskopische Techniken (Raman-
Spektroskopie, Infrarot-Spektroskopie) oder mikroskopische Techniken
(Polarisationslichtmikroskopie, Elektronenmikroskopie) Anwendung.'”’
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Margarine und Butter

CLSM wird vor allem fur fettreiche Lebensmittel verwendet, zum Beispiel flr Butter
und Margarine. Es wird eine gro3e Menge von der Probe genommen, damit das
Praparieren der Probe die GroRe und Position der Fettkugeln nicht beeinflusst.
Hierzu werden Nile Red zum Farben der Lipide und Fluoresceinisothiocyanat flr

t.® Statt Nile Red finden auch andere Fluorochrome, wie zum

Proteine verwende
Beispiel Acridin Orange, Congo-Rot, Alexa-Fluor, Nile Blue, Fast Green FCF und
Texas-Red, Verwendung.”™’ Die unterschiedlichen Bestandteile kdnnen danach
durch Fluoreszenz identifiziert und lokalisiert werden.

Dieselbe Technik wird auch fiir Weizenteig beschrieben.

Emulsionen
Bei Emulsionen wird das Verfahren des Negativ-Kontrasts verwendet.
Abbildung 31 zeigt Salatdressing, welches mit Nile Red und Fast Green FCF

eingefarbt wurde.

1

Abbildung 31: Salatdressing / CLSM (Negativ-Kontrast)
gefarbt mit Nile Red und Fast Green FCF
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.61.°")

Bei Emulsionen untersucht man vor allem die Gréle und Verteilung der
Wassertropfchen, die hauptverantwortlich flr die Textur und Stabilitat des jeweiligen
Lebensmittels sind. Fettkristalle sind auch sehr interessant, doch dadurch, dass sie
sehr klein sind und sie nur einen kleinen Ol-Anteil besitzen, ist es sehr schwer, sie

mittels CLSM zu untersuchen.

Fur die Untersuchung mittels REM werden zwei mm?® Probe in einem Flaschchen mit
4-%igen Glutaraldehyd in 0,07 M Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 7 Uber
Nacht bei 4°C aufbewahrt. Danach werden die Proben drei Mal fur je funf Minuten in

Phosphatpuffer und anschlieBend fur vier Stunden in Phosphatpuffer mit 1-%igen
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Osmiumtetroxid gegeben, um die Lipide zu stabilisieren. Folgend wird die Probe in
Ethanol, danach in Amylacetat dehydratisiert. AnschlieRend erfolgen eine CP-
Trocknung und eine Gold/Palladium-Behandlung. Mit einem REM wird die Probe bei
einer Spannung von 20 kV angeschaut.

Die Technik der Gefriertrocknung kann hier nicht angewendet werden, weil die

Emulsion dem Gefriervorgang nicht standhalt.'?

Bei der Untersuchung mit TEM wird circa ein Gramm der Probe in 5 ml wassriger
Losung, die 2% Agar und 1% Glycerol enthalt, gelost. Wenn sie fest ist, werden
kleine Stucke (circa zwei mm?3) runtergeschnitten und in 5-%igen Glutaraldehyd in
0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,2) zwei Stunden lang bei Raumtemperatur fixiert und in
1-%igen Osmiumtextroxid in Phosphatpuffer nachfixiert. Danach wird in einer
Ethanol-Reihe dehydratisiert und in einer gesattigten Losung von Uranylacetat in 70-
%igen Ethanol fur drei Stunden gefarbt. Dann wird die Probe in Propylenoxid und

eine Mischung aus Propylenoxid und Luft’s Epon im Verhaltnis 1:1, danach fir 90

Minuten in reines Epon gegeben. Mit einem Ultramikrotom werden dunne Schnitte
t.172

(Scheiben) angefertigt und bei einer Spannung von 80 kV mittels TEM betrachte

o - F - r & "y
Abbildung 32: Mayonnaise / REM
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.233 ['"%)

Aus der Abbildung 32 wird deutlich, dass REM angewendet werden kann, um die
TropfengrofRenverteilung von Emulsionen, zum Beispiel von Mayonnaise, zu
bestimmen.'"?

Das ist auch in Abbildung 33 ersichtlich. Hier wurde die Struktur von Salatdressing

visualisiert.
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(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.236 ['"%)

—

Abbildung 34: Mayonnaise / TEM
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.234 ['"%)

Abbildung 34 zeigt Mayonnaise, die mit TEM untersucht wurde. Diese Methode
eignet sich nicht fur die Bestimmung der Verteilung der TropfengroRen, weil dazu
entweder viele Bilder nétig waren oder man auf Grund der dinnen Schnitte

Korrekturen bei der Angabe der Tropfendurchmesser machen musste.

EiweiBhaltige Lebensmittel

Fleisch
Fir die Untersuchung mittels TEM wird Rindfleisch in 2-%igem Glutaraldehyd in
0,15-%iger Natriumchlorid-Losung bei einem pH-Wert von 7 fixiert und danach in 1-
%igem Osmiumtetroxid in 0,1 M Cacodylatpuffer beim pH-Wert von 7 nachfixiert.
Danach wird die Probe mit Ethanol dehydratisiert, in Epon gelagert und mit Bleicitrat

und Uranylacetat gefarbt.'”?
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Abbildung 35: Fleisch /| TEM
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981). S.53.1'"%)

In Abbildung 35 sind A- (A), I-Bander (l), die M-Linie (M), Z-Scheiben, die H-Zone
(H), Mitochondrien (mi), das Plasmalemma (pl) und das sarkoplasmatische
Retikulum (SR) zu sehen.

Fir die Untersuchung mittels REM wurde Rindfleisch in 2,5-%igem Glutaraldehyd

fixiert, in Ethanol dehydratisiert und mit Amylacetat gefarbt.'"2

Abbildung 36: Fleisch / REM
(Quelle: Cohen, S. H. et al. (1981. S.53.""%)

Die meist verwendeten Fixiermittel bei der Fixierung von Fleisch bei der TEM und
REM sind Glutaraldehyd® und Karnovsky'sche Lésung'”?, die eine Kombination von
Glutaraldehyd (3%) und Paraformaldehyd (1,5%) ist. Die Karnovsky 'sche Ldsung ist

fur die TEM erfunden worden, aber sie wird genauso flur die Analyse mittels REM
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verwendet."*'”® Die Konzentration von Glutaraldehyd sollte zwischen 1,7 bis 3,3%
betragen.'®17’

Bei der Praparation von Fleisch kann man sagen, dass sowohl bei der REM, als auch
bei der TEM zwei Schritte gleich sind, das sind die Fixierung mit entweder 1,7- bis
3,3-%igem Glutaraldehyd oder der Kombination von Glutaraldehyd (3%) und
Paraformaldehyd (1,5%) und die Dehydratisierung mit Ethanol oder Aceton. Wahrend
bei der TEM danach eine Lufttrocknung und eine Lagerung in Epon erfolgt, wird bei
der REM entweder CP- oder gefriergetrocknet, danach erfolgt der Gefrierbruch und

eine Au-Pd-Behandlung.'"?

Viskose Lebensmittel

Bei viskosen und flussigen Lebensmitteln, wie zum Beispiel Emulsionen oder
Suspensionen, Joghurt, Cremen, Mayonnaise®?, Milch'® '® und Orangensaft'”
kann die Technik der Verkapselung genutzt werden.

Die Proben werden in Agar-Kapseln gebracht.®> Nachdem sie dicht verschlossen
werden, werden sie wie feste Proben behandelt, man kann also zum Beispiel diinne
Schnitte anfertigen und diese mikroskopieren. Diese Methode kann sowohl fur die
REM, als auch fur die TEM angewendet werden, mit dem Unterschied, dass bei der
TEM kleinere Kapseln (dinnere Kapillaren) notwendig sind. Bei der TEM verwendet
man Kapillaren mit einem Durchmesser von 0,3 bis 0,5 mm, wahrend man bei der

REM einen Durchmesser von 1 mm bevorzugt.

Bei der REM wird Agar (3%) in destilliertem Wasser gelost, gekocht und dann auf
circa 40°C gekuhlt. Die Probe saugt man mit einer Pasteurpipette auf, und die Spitze
der Pipette taucht man danach in den Agar. Anschlielend taucht man die Pipette
seitlich in den Agar, sodass eine Art Hulse von 0,5 mm Dicke um die Probe entsteht.
Nachdem der Agar fest ist, wird die Hulse entfernt, und die Hilse wird mit der Probe
beflllt und mit Agar verschlossen.

In Abbildung 37 ist der Verlauf der Verkapselung schematisch dargestellt.
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Abbildung 37: Verkapselung
1: Aufsaugen der Probe, 2: mit Agar verschlieBen, 3: Hiilse herstellen, 4: Hiilse entfernen, 5:

Hiilse mit Probe fiillen, 6: Hiilse verschlieen.
[31])

(Quelle: http://www.magma.ca/~scimat/foodmicr.htm
Diese beschriebene Methode der Verkapselung ist fir Milch nicht anwendbar.'®°
Weiters kann die Struktur von manchen Lebensmitteln, wie zum Beispiel Creme und
Mayonnaise, durch die Warme zerstort werden. Bei diesen empfindlichen
Lebensmitteln wird eine andere Methode der Verkapselung angewendet, mit der
auch zum Beispiel Eidotter untersucht werden kann.'®' Bei diesem Verfahren braucht
man zwei Spritzen, wobei eine Spritze eine Doppelnadel besitzen muss. Die Probe
fliet durch die innere Nadel der einen Spritze, und in der anderen Spritze befindet
sich eine 3-%ige Natriumalginat-Losung, die in der auferen Nadel die Probe
umkleidet. Die Probe und die Losung werden in eine 0,05 M Calciumchlorid-Lésung
bei einem pH-Wert von 6,5 eingeleitet, wo das Natriumalginat ein Gel formt.
Die folgende Abbildung zeigt diese Methode der Verkapselung, die vor allem bei

warmeempfindlichen Lebensmitteln Anwendung findet.*’

70



Ergebnisse

Abbildung 38: Verkapselung
In der linken Spritze in der innen Nadel befindet sich die Probe. Von der rechten Spritze wird
Natriumalginat in die &uBere Nadel der linken Spritze geleitet.

(Quelle: http://www.magma.ca/~scimat/foodmicr.htm.?")

Schokolade

Naturliche Fette haben lange, unpolare Ketten, die untereinander Kristalle formen,
nachdem die Fette nach dem Schmelzen abgekihlt werden. Man unterscheidet a-,
B—, und B’- Kristalle. o— Kristalle haben den niedrigsten Schmelzpunkt im Vergleich
zu B- und B’- Kristallen, auRerdem wachsen sie am schnellsten, und sie sind die
instabilsten der drei Kristallformen. B- Kristalle haben den hoéchsten Schmelzpunkt
und stellen die stabilste Form dar, die B’- Kristalle liegen in Bezug auf die zwei
Parameter (Stabilitdt und Schmelzpunkt) zwischen den a- und - Kristallen.
Kakaobutter hat sechs Kristallformen, die sich je nach Temperatur ausbilden.
Abbildung 39 zeigt die sechs Kristallformen von Kakaobutter. Die Kakaobutter wurde

mit der Gefrierbruchtechnik prapariert und anschlieend durch die REM analysiert.
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Abbildung 39: Die sechs Kristallformen von Kakaobutter / REM (Gefrierbruchtechnik)
(Quelle: Blanshard, J. M. V. und Mitchell, J. R. (1998). S.288.'*%)

Ein Fehler in der Schokoladenherstellung ist die Ausbildung von Fettbereichen, die
an der Oberflache durch weile oder graue Bereiche erkennbar sind. Dafur
verantwortlich ist die Kristallform VI, die polymorphe Form, welche die stabilste von
den sechs Formen darstellt und sich durch lange Kristallnadeln auszeichnet, wie dies
in den zwei folgenden Abbildungen ersichtlich ist."® Mit der REM kann man diesen

Fehler in der Schokolade sehr gut darstellen.

Abbildung 40: Schokoladenfehler: Ausbildung von Kristallnadeln
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.65.'")
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Abbildung 41: Schokoladenfehler an der Oberflache einer dunklen Schokolade / REM
(Quelle: Blanshard, J. M. V. und Mitchell, J. R. (1998). S.285.'%%)

Es ist auch mdglich, Schokolade mit konfokaler Mikroskopie zu untersuchen. Mit Nile
Red wird das Fett angefarbt, mit der Methode des Negativ-Kontrasts wird das Bild
sichtbar gemacht.

Abbildung 42 zeigt ein Bild von Schokolade, die man in geschmolzenen Zustand mit
Nile Red angefarbt hat. Kakao, Zucker und Milchproteine sind durch den Negativ-

Kontrast sehr gut zu erkennen.

Abbildung 42: Schokolade: Kakao, Zucker, Milchproteine / CLSM (Negativ-Kontrast)
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.59.°")

Die grauen Bereiche stellen die Milchproteine dar, die am Kakao und Zucker hangen.
Kakao und Zucker sind die eckigen Strukturen im Bild. Sie schauen sehr ahnlich aus,
was die Unterscheidung auf Grund ihrer Morphologie erschwert. Auseinanderhalten
kann man die beiden Substanzen aber dadurch, dass Kakao bei 630 nm eine leichte
Eigenfluoreszenz aufweist.

Nachteil der CLSM ist, dass es Probleme beim Farben des Praparats gibt. Es ist
natirlich viel einfacher, die Schokolade im geschmolzenen als im kristallisierten
Zustand einzufarben. Zu beachten ist aber, dass durch diesen Vorgang die innere

Struktur angegriffen und verandert wird.
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Polysaccharide und Gele

Im Lebensmittelbereich kdnnen mit der RKM Gelprozesse von Polysacchariden, wie
Pektin, Carrageen, Alginat, Gellan, betrachtet werden, weiters werden auch gute
Ergebnisse bei der Untersuchung von Protein- und Polymergelen von verschiedenen
Komponenten erzielt.>* Bei der Untersuchung von Polysacchariden kann mit der
RKM eine hoéhere Auflésung erreicht werden, als wenn die Analyse mit der
Elektronenmikroskopie erfolgen wiirde.>*'®'® AuRerdem ist die Untersuchung
dieser Lebensmittelgruppe mit der Elektronenmikroskopie nicht beliebt, weil die
Proben metallbedampft werden mussten. In der Abbildung 43 sieht man Xanthan-
Moleklle auf dem linken Bild und Pektin-Molekule auf dem rechten Bild. Aus den
Bildern erkennt man, dass Pektin eine irregularere Struktur als Xanthan aufweist. Mit
RKM ist es mdglich, einzelne Molekule aus einer heterogenen Substanz zu

analysieren.

Abbildung 43: Xanthan-Molekiile (links), Pektin-Molekiile (rechts) / RKM
(Quelle: Kirby, A. R. (1995). S. 362.°%)

Fir die Untersuchung mit der RKM wurde Butanol'®

verwendet. Wenn die Analyse
an der Luft stattfinden wurde, kdnnte namlich Wasser (aus der Atmosphare) auf der
Oberflache der Probe kondensieren.'®

Nachteil dieser Technik ist, dass es eine Zeit lang (ca. 45 Minuten) braucht, bis das

System kalibriert wird bzw. stabil ist.>*
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Gemiise

Die REM wird fir die Untersuchung von Karotten und Kartoffeln verwendet. Bei
diesen Proben ware es am sinnvollsten, wenn man das Wasser im Gewebe Iasst und
die Oberflache ohne Probenfixierung betrachtet. Mit der REM ist das aber naturlich
nicht moglich, weil dazu dehydratisierte Proben vorliegen missten. Daher werden die
Karotten mit Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid fixiert, in Aceton oder Ethanol
dehydratisiert und CP-getrocknet.'*

Bei der Analyse von Tomaten wurde die Kryotechnik mit flissigem Stickstoff vor der

Fixierung angewendet, und danach wurden sie mittels TEM visualisiert.'®

Schaume

Der Faktor, die die Qualitdt bei Schaumen ausmacht, ist die Verteilung von
Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und anderen oberflachenaktiven Substanzen.
Weiters wichtig sind die BlasengroRenverteilung, der Luftgehalt und die Diffusion'®®.
Allgemein kann man sagen, dass ein Schaum entsteht, wenn man Gas mit einer
Flussigkeit, die eine oder mehrere oberflachenaktive Substanzen enthalt, mischt. Es
entsteht dann ein Zweiphasengemisch aus Gasblasen und der flussigen Matrix. Zur
Untersuchung der Druckanderung der Schaume mit der CSLM wird der Schaum auf
folgende Weise prapariert: Er wird gemixt und mit Riboflavin gefarbt. Danach wird 0,5
ml davon in eine Druckkammer gegeben, welche 11 bar absoluten Druck erreicht und
mit einem CSLM verbunden ist. Mit einem Krypton / Argon-Laser wird die Probe bei
einer Wellenldnge von 488 nm abgescannt.®

Die folgende Abbildung zeigt den Schaum unter einem CSLM.

Abbildung 44: Schaum / CSLM
(Quelle: Heuer, A. et al (2007). S.116."*")
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4.2.5 Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Allgemein kann gesagt werden, dass die TEM fur die Analyse innerer Strukturen

genutzt wird.®

Probenvorbereitung fiir TEM

Zur Fixierung werden meistens Aldehyde und Osmiumtetroxid verwendet. Naturlich
hangt die Auswahl der Substanzen, die zum Fixieren verwendet werden, von der
Struktur und der Zusammensetzung der zu untersuchenden Lebensmittel ab.'®
Glutaraldehyde sind notwendig, um Proteine querzuvernetzen. OsO, kann
Schwermetalle oxidieren und wird fur die Stabilisierung von ungesattigten Fettsduren
genutzt. Somit sind Lebensmitteln mit groRem Milchanteil, wie zum Beispiel Milch
oder Milchprodukte, leicht zu fixieren, aber Produkte mit hohem Fettanteil bzw. mit
hohem Anteil an gesattigten Fettsauren machen Probleme, weil OsO4 zwar die
ungesattigten Fettsduren fixiert, jedoch die gesattigten auf diesem Weg nicht
stabilisiert werden kdnnen. Bei der Reaktion zwischen gesattigten Fettsduren und
OsO, entstehen zuerst OsO3; und dann Diole. Imidazol wird dann eingesetzt, um die
von OsOy fixierten Fettsauren zu stabilisieren.

Chemisch schwer zu fixieren sind Lebensmittel mit hohem Polysaccharidgehalt, vor
allem mit hohem Gehalt an modifizierter (gelierter) Starke, also zum Beispiel
Pudding, Pasta, Backwaren,... . Bei diesen Produkten wahlt man an Stelle der

chemischen Fixierung die Kryo-Fixierung."?

Ultradinnschichtmethode

Diese Technik wird verwendet, um die Struktur von Wasser-in-Ol- bzw. Ol-in-Wasser-
Emulsionen und von Schaumen zu untersuchen. Wassertropfchen werden bei
Lebensmitteln wie zum Beispiel Margarine oder Butter durch Emulgatoren, wie
Monoacylglycerole oder Lecithine, stabilisiert.

In der folgenden Abbildung sieht man solche Wassertropfchen in Margarine. Die

weillen Blaschen stellen die Wassertropfen dar, der umliegende Bereich ist Fett.
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Abbildung 45: Wassertropfchen in Margarine / TEM (Ultradiinnschichtmethode)
W=Wassertropfchen, F=Fett
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.4.5")

Es koénnen genauso Ol-in-Wasser-Emulsionen dargestellt werden. Dies zeigt

Abbildung 46, wo Oltrépfchen in homogenisierter Milch zu sehen sind.

T ‘_. - B
Abbildung 46: Oltrépfchen in homogenisierter Milch / TEM (Ultradiinnschichtmethode)
0=0ltropfchen
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.5.°")

AuRerdem kann man mit derselben Technik Luftzellen in Nahrungsmitteln, wie zum
Beispiel Eiscreme, untersuchen, was in Abbildung 47 sichtbar ist. Die schwarzen

Kreise stellen Fettkigelchen, der weil’e Bereich in der Mitte Proteine dar.
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Abbildung 47: Luftzelle in Eiscreme / TEM (Ultradiinnschichtmethode)
fg=Fettkiigelchen, i=Protein
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.6.°")

Negative Straining

Bei dieser Methode gibt es viele Ein- bzw. Beschrankungen.'® Vor allem hohe
Salzkonzentrationen und pH-Wert-Anderungen fiilhren zu falschen Ergebnissen.

89. 158, 191 ynd Proteine lassen sich

Polymerfasern, Polysaccharide, Caseinmizellen
durch diese Technik sehr gut praparieren und darstellen.

Abbildung 48 zeigt Polysaccharidfasern in einem Kurdlan-Gel. Die Probe wurde mit
der Technik des Negative Strainings prapariert und anschlieBend mit einem TEM

analysiert.

i

Abbildung 48: Polysaccharidfaser in Kurdlan-Gel / TEM (Negative Straining)
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.9.°")

Weiters kann Negative Straining auch eingesetzt werden, um bei Milchprodukten die
Verbindung zwischen dem Molkenprotein B-Lactoglobulin und Casein-Mizellen oder
k-Casein zu untersuchen. Dieser Zusammenhang hat namlich eine Bedeutung fur die
Eigenschaften der Milchprodukte. Diese Molkenproteine wurden in Abhangigkeit mit
dem pH-Wert untersucht. Wahrend bei einem pH-Wert von 6,5 B-Lactoglobulin und
Casein-Mizellen stark interagieren, gibt es bei einem pH-Wert von 7 keine Reaktion.

Diesen Unterschied sollen die zwei nachsten Abbildungen verdeutlichen. Das obere
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Bild zeigt eine starke Interaktion zwischen B-Lactoglobulin und Casein-Mizellen,

wahrend im unteren Bild nur eine schwache Reaktion erkennbar ist.

Abbildung 49: Starke Interaktion zwischen f3-Lactoglobulin und Casein-Mizellen / TEM
(Negative Straining)
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.10.")

.}&
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Abbildung 50: TEM / Negative Straining: Schwache Interaktion zwischen B-Lactoglobulin und
Casein-Mizellen
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.11.°")

Oberflachenabdruck

Mit dieser Methode kbnnen Makromolekule, wie zum Beispiel DNA, Polysaccharide,

wie zum Beispiel Xanthan oder Carrageen, Proteine und Fettkristalle, untersucht
werden. Sie wird vor allem fiir die Analyse von Wasser-in-Ol- bzw. Ol-in-Wasser-
Emulsionen, Proteinen in Milch, Gelen von Biopolymeren und starkehaltigen
Lebensmitteln genutzt.

Die folgende Abbildung zeigt Wassertropfchen in Margarine.
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Abbildung 51: Wassertropfchen in Margarine / TEM (Oberflachenabdruck)
S=0Oberflache, C=Wassertropfchen.
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.24.°")

Kryotechnik
Mit dieser Methode kann zum Beispiel Eiscreme untersucht werden. Hierbei handelt

es sich um eine komplexe Struktur von groRen Eiskristallen, Luftzellen, Oltrépfchen,

Zucker und Biopolymeren.
Folgende Abbildung zeigt Eiscreme, gut ersichtlich sind die groRen Luftblasen.

T IR
Abbildung 52: Luftzellen in Eiscreme / TEM (Kryotechnik)
a=Luftzellen

(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.28.°")

Weiters sind die Fettverteilung und die dichte Proteinmatrix in Kaése durch diese

Methode analysierbar.
Abbildung 53 zeigt diese zwei Faktoren bei einem Low-fat-Kase.
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Abbildung 53: Verteilung von Fett und Protein in einem Low-fat-Kdse / TEM (Kryotechnik)
F=Fett, P=Protein
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.26.°")

Fir die Analyse von Wasser-in-Ol-Emulsionen ist diese Methode ungeeignet.51

4.2.6 Rasterelektronenmikroskop (REM)
Die REM eignet sich besonders gut dazu, die verschienen Wechselwirkungen

zwischen Objekt und Elektronenstrahl zu studieren."’

Kryo-Technik
Die nachfolgende Abbildung zeigt das Ergebnis einer

rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung von Brot, Butter, Eiscreme und
Schokolade.
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Abbildung 54: (a) Brot, (b) Butter, (c) Eiscreme, (d) Schokolade / REM (Kryotechnik)
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.36 ['®)

Fir die Untersuchung von Fett bzw. fettreichen Produkten wird die Kryo-REM am
haufigsten angewendet, weil deren Praparation flir eine andere mikroskopische
Technik zu aufwendig ist."” Noch haufiger wird die Methode der polarisierten
Lichtmikroskopie benutzt, doch die Kryo-REM bietet den Vorteil, dass vor allem auch
fettreiche Proben mit hohem Fett-Feststoffanteil analysiert werden kdnnen, was mit
der Lichtmikroskopie nur beschrankt moglich ist und oft Probleme bereitet. Trotzdem
ist die Technik der polarisierten Lichtmikroskopie Dbeliebter, weil die
Probenpraparation einfach ist und die Methode scharfere und bessere Bilder
erzeugt.”’

Nachteil der Kryo-REM ist, dass sich Eiskristalle bilden koénnen, welche die
natlrlichen Bestandteile des Lebensmittels ,verdrangen® und somit die innere
Struktur verandern. Um das Risiko dieses Problems zu reduzieren, wird eine kleinere

Menge an Probe bei sehr tiefer Temperatur verwendet.™

Atmosphérisches Rasterelektronenmikroskop

Hier betrachtet man die Probe in gasférmiger Atmosphare bei schwachem
Unterdruck. Bei dieser Methode braucht man die Probe nicht zu trocknen, au3erdem
ist ein weiterer Vorteil, dass die Praparation des Lebensmittels fur die Analyse

einfacher und unkomplizierter ist.
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Fixierung
Starkereiche und eiweillarme Lebensmittel, wie zum Beispiel gekochte Spaghetti,

braucht man nicht zu fixieren, weil es keine passende Technik fur die Fixierung von
Starke gibt, da diese in Lebensmitteln meistens in gelierter Form vorliegt'®.
Starkehaltige Lebensmittel werden in der Regel gefroren, gefriergebrochen® und —
getrocknet.

Lebensmittel mit einem hohen Gehalt an Proteinen mussen hingegen fixiert werden.
Der Gefrierbruch kann vor oder nach der Fixierung passieren.

Lebensmittel, die viel Fett enthalten, wie Butter oder Mayonnaise, oder Produkte mit
gelierter Starke wie Backwaren, ebenfalls Schaume und Produkte, die im gefrorenen
Zustand gegessen werden, wie beispielsweise Eiscreme, kdnnen fur die Analyse mit
REM nicht ohne Weiteres dehydratisiert und getrocknet werden. Entweder sie
werden schnell gefroren und gefriergebrochen, oder man hat eine eigene Einrichtung
am REM, die es erlaubt, die Proben bei -70°C geklhlt zu halten, wahrend sie

gefriergebrochen und mit Kohlenstoff und / oder Gold bedampft werden.'®

Lufttrocknen

192, 193 h194

Die Technik des Lufttrocknens wird bei Brot™®, Sojabohnen und Fleisc
angewendet.
Abbildung 55 zeigt ein Bild von Mehlpartikel, deutlich zu erkennen sind die Starke

und Proteine.

o Lt
—

Abbildung 55: Mehlpartikel / REM (Lufttrocknen)

S=Starke, P=Protein
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.30.5°")

Gefriertrocknung

Diese Methode wird bei Joghurt sehr gerne angewendet.
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Die folgende Abbildung zeigt Joghurt, man sieht Bakterien, extrazellulare

Polysaccharide und Proteine.

”‘\I L ﬁ . =
Abbildung 56: Joghurt / REM (Gefriertrocknung)
b=Bakterien, e=extrazelluldre Polysaccharide, P=Proteine.
(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.31.°")

CP-Trocknung

Die Trocknung am kritischen Punkt wird vor allem flr eiweilreiche Produkte

h'®  Milchprodukte® und pflanzliche

verwendet, wie zum Beispiel fur Fleisc
Proteine®®. Lebensmittel, die gelierte Stirke enthalten, werden nicht mit dieser
Technik behandelt, da hier Probleme auftreten kdnnen. Das gilt zum Beispiel flr
Pasta, Pudding, Backwaren, aber auch fiir Salatdressings, einige Joghurts,... ."*® Bei
Vorliegen solcher Produkte greift man auf die Technik der Gefriertrocknung

zuriick.'*®

Lebensmittel
Die REM wird fuar die Untersuchung von Fleischprodukten, Milchprodukten,
Sojabohnenprodukten, Gemuse, Teig, Getreideprodukte, Spaghetti,... genutzt. Die
Praparationsmethoden unterscheiden sich bei den jeweiligen Produkten.
Grundsatzlich werden die Proben von Bereichen von ein bis zwei cm Tiefe
genommen, weil die Oberflache durch aullere Effekte verandert sein kann. Bei
wasserhaltigen Proben muss getrocknet oder gefroren werden. Bei der Analyse
innerer Mikrostrukturen pulverformiger Lebensmittel werden die Partikel mit einem
Messer oder in einem Mérser gebrochen.’® Proben wie Joghurt, Tofu, Pasta und
einige Kasearten werden in Teilen von 0,5 x 5 x 5 mm geschnitten, wovon wiederum
0,5 x 1 x 5 mm grol3e Prismen enthommen werden. Fleisch und Mozarella werden in

0,5 x 0,5 x 5 mm groRe Stiicke geschnitten.’® Bei der Probenvorbereitung von
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Fleisch ist erwahnenswert, dass die Proben entweder parallel oder senkrecht zu den
Fasern geschnitten werden sollen.™® Eine andere Technik bei Fleisch ist, es in Harz

einzubetten und die Methode des Gefrierbruchs anzuwenden.'®®

Mogliche Veranderungen

Bei der Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskop gibt es zwei kritische
Punkte, einerseits mogliche Veranderung durch den Elektronenstrahl, andererseits
Schadigungen der Probe durch das Vakuum. Abbildung 57 zeigt zwei Bilder von
Starkekorner, wobei am rechten Bild Starkekodrner erkennbar sind, die durch

Elektronenstrahlen beeintrachtigt wurden.

igeae 10k

Abbildung 57: Starkekorner (A) nicht beschadigt, (B) beschadigt durch den Elektronenstrahl
(Quelle: Aguilera, J. und Stanley, D. W. (1990). S.39.1'%)

4.2.7 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM)
Bei der Untersuchung von Lebensmitteln, insbesondere von Emulsionen, muss man

beachten, dass der Brechungsindex von Lebensmitteln, die mit CLSM untersucht
werden, den Winkel, mit dem die Lichtstrahlen auf das Produkt fallen, beeinflusst. Wo
Licht gebrochen wird, wird es auch reflektiert. In Abbildung 58 wird der Verlauf von

Lichtstrahlen durch die Probe schematisch dargestellit.
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Objective
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Abbildung 58: Verlauf der Lichtstrahlen auf Grund des sich dndernden Brechungsindex
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.240.1"*")

Es wird eine Wasser-in-Ol-Emulsion untersucht. Das Deckglas hat den gleichen
Brechungsindex wie das Objektiv, doch sobald die Strahlen auf die Grenzflache
zwischen Deckglas und Probe kommen, werden sie gebrochen, und sie werden
wieder gebrochen, wenn sie von Wasser auf Ol bzw. wieder in die Wasserphase
stoRen. Dieses Phanomen fuhrt zu einer Verringerung der Auflésung und Intensitat in
der axialen Ebene, und auRerdem kann es so weit kommen, dass Distanzen in der
Probe geometrisch falsch abgelesen bzw. interpretiert werden.

Zur Veranschaulichung dieses Phanomens zeigt die Abbildung 59 die Untersuchung

einer Mayonnaise, die zu 70% aus Fett besteht.

Abbildung 59: Mayonnaise (70% Fett) / CLSM
(a) x-y- Aufnahme; (b) x-z- Aufnahme
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.241.1""))

Links sieht man die Auflésung in der x-y-Ebene, rechts das gleiche Bild in der x-z-

Ebene. Hier ist die Abnahme an Auflosung deutlich ersichtlich, aber auch im linken
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Bild kann man die hellen, tduschenden Teile, die die Oltropfen teilweise (iberdecken,
beim genaueren Hinsehen erkennen.

Um dieses Problem zu verhindern, wird eine andere Darstellungsweise gewahlt, bei
der es ausschlaggebend ist, den Brechungsindex von allen Komponenten so ahnlich
wie moglich zu machen. Abbildung 60 zeigt eine Analyse von einer Emulsion, die
55% Ol beinhaltet."’

Abbildung 60: Emulsion (55% Ol) / CLSM
(a) 3-D-Bild; (b) vertikaler Querschnitt durch (a)
(Quelle: McClements, D. J. (2007). S.242.1"°")

Negativ-Kontrast

Hat man eine Olphase im Objekt vorliegen, kann man Nile Red zur Farbung
verwenden. Wenn Ol eine disperse Phase in Wasser ist, farbt man mit Nile Blue,
welches bei den Wellenlangen, die fur CLSM verwendet werden, nicht fluoresziert,
aber kleine Mengen von Nile Red enthalt, das in die Oltrépfchen migriert.®’
Fettkristalle kdnnen nicht gefarbt werden, weil das Farbemittel durch das Kristallnetz
nicht durchkommt. Daher verwendet man fur solche Lebensmittel die Methode des
Negativ-Kontrasts.

Abbildung 61 zeigt Fett, das mit Nile Red eingefarbt wurde. Die Olphasen
fluoreszieren, wahrend die nicht gefarbten Fettkristalle und Kristallaggregate durch

die Methode des Negativ-Kontrasts sichtbar gemacht wurden.
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Abbildung 61: Fett / CLSM (Negatlv-Kontrast)
Fett, fluoreszierende Olphasen und Fettkristalle

(Quelle: Dickinson, E. (1995). S.57.°")

Bei der Anschaffung eines CLMS sollte auf ein Gerat mit stufenverstellbaren
Zusatzinstrumenten geachtet werden, womit die Probe direkt unter dem Mikroskop
verandert werden kann. Hierzu zahlen zum Beispiel Zeit-Temperatur-Schalter.
Zusatzlich sollte auch die umgebende Atmosphare und der Druck kontrolliert werden

konnen.

4.2.8 Rasterkraftmikroskopie (RKM)
Mit der RKM erzielt man im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie eine hohere

Auflosung. Mit dieser Technik ist es moglich, Chromosomen von Menschen
anzuschauen. Man hat diese Technik auch genutzt, um die Struktur des Molekiils
Myosin zu untersuchen.

Die RKM ist besonders fur die Analyse der Oberflache von Lebensmitteln geeignet.
Es kdnnen bakterielle Biofilme und Oberflachenbewuchs eines Lebensmittels von
Mikroorganismen einerseits, wie auch Schaume, Emulsionen und Proteinoberflachen

untersucht werden.>*

4.3 Uberblick uber spezielle Lebensmittelgruppen und

dazugehdrigen Technik und Diskussion

4.3.1 Alilgemein
Allgemein kann gesagt werden, dass es sehr schwer ist, Nahrungsmittel

elektronenmikroskopisch zu visualisieren. Jeder Schritt bei der Praparation der Probe

verandert in gewissem MalRe die Probe. Aullerdem wird die Probe durch
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beabsichtigtes und auch unbeabsichtigtes Zugeben von Wasser, Fett oder anderen
Substanzen umgeformt, indem einzelne Bestandteile modifiziert werden. ™

Bei der Identifikation und Analyse von Strukturen ist es wichtig, dass man mehrere
Techniken anwendet, um Vergleiche anstellen zu kdnnen und nicht falsche Schllsse
zieht. Aullerdem ist es von Bedeutung, eine Methode zu finden, die die
Aufgabenstellung zufriedenstellend erfillen kann. Zum Beispiel hat es keinen Sinn,
eine sehr hohe Vergroflerung zu wahlen, wenn man sich Makroelemente und —
strukturen anschauen mochte. Dieses Vorgehen ware nur Kkostenspielig und
zeitaufwendig und hat nichts mit dem eigentlichen Untersuchungsziel zu tun. Man
sollte am Anfang auch entscheiden, ob man eine Oberflachenmethode wahlt oder die
inneren Strukturen einer Probe betrachten mochte. Wahrend bei der REM die
Oberflache der Probe untersucht wird, werden bei der TEM die inneren Strukturen
analysiert und visualisiert.”® Dazu muss die Probe aufwandig prapariert werden.

Die Vorbereitung der Proben fur die TEM ist schwerer und komplizierter als fur
andere Typen von Mikroskopen, weil die Probe in sehr dinne Teile geschnitten
werden muss, gewohnlich handelt es sich um 50 bis 100 nm dicke Proben. Im
Vergleich zur Lichtmikroskopie, wo man es mit Dicken zwischen 500 und 1000 nm zu
tun hat, ist dies eine Herausforderung. Wenn die Probe namlich zu dick ist, kann der
Elektronenstrahl nicht durch die Probe durchdringen, und man erzielt kein Ergebnis.
Die Dicke der Probe geht aber mit dem Kontrast einher: Beim Lichtmikroskop konnte
man dieses Problem durch Einfarben der Praparate |6sen. Der Elektronenstrahl bei
der Elektronenmikroskopie macht jedoch keinen Unterschied zwischen Farben.
Daher werden Substanzen verwendet, die die molekulare Dichte von bestimmten
Bestandteilen erhdhen. Dazu zahlen Schwermetalle wie zum Beispiel Osmium, Blei,
Wolfram und Uransalze.

Weiters ist darauf zu achten, dass man sich eine Struktur in verschiedenen
Vergroflerungen anschaut, und vor allem ist eine gro3e Anzahl von Proben von
Bedeutung. Abhangig vom Forschungsziel ist es auch wichtig, dass man sich nicht in
Details verliert, sondern den Uberblick Uber die Organisation der Gesamtstruktur
bewahrt.

Die Auflésung ist auch eine entscheidende GroRRe flr die Entscheidung Uber das
anzuwendende Verfahren. Im Vergleich zur CSLM, mit der man Strukturen bis 0,2
um® betrachten kann, ist dies mit der TEM und REM bis 0,2 bzw. 1 nm mdglich™’.
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In den folgenden Tabellen findet sich ein Uberblick von den verschiedenen
Lebensmittelgruppen und der dazu passenden Techniken zur Untersuchung dieser
Produkte. Unter dem Punkt ,Analyse® werden genaue Anwendungsbereiche der

Methoden bei speziellen Lebensmitteln aufgezahit.
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Tabelle 10: Lebensmittelgruppe und dazu passende Technik - Milch und Milchprodukte

Lebensmittelgruppe | Anwendung / Beispiele | Analyse Methode Anmerkung
Milch und Milchprodukte REM (CP-Trocknung)
Milchprodukte | (allgemein)
Getrocknete und viskose REM (Trocken / Trocknen / Gefrieren | Komplexe
Milchprodukte und Replikation mit Gold / Gefrieren Praparation
(Milchpulver, Creme, und Gold- oder Kohlenstoff-
Butter,...) Behandlung)
Suspensionen (Flussige TEM (Negative Straining / Komplexe
Milch, Creme, ...) Metallschatten-Technik / Praparation
Ultramikrotomie)
Milch Caseinmizellen RKM Einfache
Praparation
Proteine in der Milch TEM (Oberflachenabdruck)
Struktur von Magermilch CLSM
Milchpulver Nadelahnliche Kristalle REM (Trocknen mit heil3er Luft)

von Laktose

Oberflache CLSM (Negativ-Kontrast)
Milchschaume Aufbau der Grenzflache TEM (Oberflachenabdruck)
Luft/Wasser
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Lebensmittelgruppe

Anwendung / Beispiele

Analyse

Methode

Anmerkung

Milch und
Milchprodukte I

Joghurt

Einflisse durch
Prozessanderungen

(Temperatur- und

CLSM

Druckanderungen)
REM (Gefriertrocknung)
Kase TEM (Oberflachenabdruck)
REM (CP-Trocknung)
Gefrierbruch CLSM (Negativ-Kontrast)
Verteilung von Proteinen CLSM (Negativ-Kontrast)
und Fett in Kase TEM (Kryo-Technik)
Joghurt, Topfen, Kase, REM (CP-Trocknung) Zusatzliche
Tofu Behandlung

(Chloroform, n-
Hexan) fur
fettreiche Produkte

(Kase, Topfen)

Cottage Cheese

REM (CP-Trocknung / Gefrierfixation

und Gefriertrocknung / Gefrierbruch)

assiuqabig
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Lebensmittelgruppe

Anwendung / Beispiele

Analyse

Methode

Anmerkung

Milch und
Milchprodukte Il

Eiscreme

GrolRe von Eiskristallen

REM (Kryo-Technik)

Analyse von Fett und

Proteinen

TEM (Ultradlnnschichtmethode /
Kryotechnik)

Gele, Creme (z.B.
Eierscreme, Pudding,
Vanillesol3e, gelierte
Milch, Topfen)

Veranderung der Struktur
wahrend
Temperaturanderungen,
Wechselbeziehung
zwischen Milchproteinen
und Polysacchariden,
Analyse von
Exopolysacchariden,
Lokalisation von Proteinen
und Fett, Untersuchung

von Emulsionen

CSLM

Pudding

REM (Gefriertrocknung)

CSLM

assiuqabig
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Tabelle 11: Lebensmittelgruppe und dazu passende Technik - Stirkehaltige Lebensmittel

Lebensmittelgruppe

Anwendung / Beispiele

Analyse

Methode

Anmerkung

Starkehaltige

Lebensmittel

Allgemein TEM (Oberflachenabdruck)
Starkekorner Stabilitat und Festigkeit | RKM
von Starkekdrner
REM
Kartoffeln Kochprozess REM
(Matschigwerden)
Getreideprodukte CLSM Farbung mit Nile
Blue
Getreidesnacks REM
SuRigkeiten CLSM
Backwaren CLSM
REM (Gefriertrocknung)
Weizenteig CLSM Farbung
Brot REM (CP-Trocknung / Kryo-REM /
Lufttrocknung / Gefriertrocknung)
Pasta REM (Gefriertrocknung)

assiuqabig
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Tabelle 12: Lebensmittelgruppe und dazu passende Technik — Fetthaltige und eiweiBhaltige Lebensmittel

Lebensmittelgruppe | Anwendung / Beispiele | Analyse Methode Anmerkung
Fetthaltige Fett bzw. fettreiche REM (Kryo-REM) Bildung von
Lebensmittel Produkte (Butter) Eiskristallen

Analyse von Fettkristallen

TEM (Oberflachenabdruck)

Margarine und Butter

CLSM

Farbung mit Nile
Red

REM (Kryo-REM)

Emulsionen (z. B.
Salatdressing,

Mayonnaise)

Grofe und Verteilung der

Wassertropfchen

CLSM (Negativ-Kontrast)

REM (CP-Trocknung /

Gefriertrocknung)

Oltrépfchen in
homogenisierter Milch

TEM (Ultradlnnschichtmethode)

RKM

EiweilRhaltige
Lebensmittel

Pflanzliches Eiweil} (z.

B. Sojabohnen)

REM (Luftrocknung / CP-Trocknung)

Fleisch

TEM (Ultradunnschicht-Methode /
Lufttrocknung)

REM (Luftrocknung / CP-Trocknung /
Gefriertrocknung)

assiuqabig
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Tabelle 13: Lebensmittelgruppe und dazu passende Technik — Viskose Lebensmittel, Schokolade, Polysaccharide und Gele, Proteine und
Polysaccharide, Gemiise, Schdume

Lebensmittelgruppe

Anwendung / Beispiele

Analyse

Methode

Anmerkung

Viskose Lebensmittel

Joghurt, Cremen,
Mayonnaise, Milch,

Orangensaft

TEM / REM (Verkapselung)

Schokolade

Kristallformen von

Kakaobutter

REM (Kryo-REM / Gefrierbruch)

Analyse von Kakao,

Zucker und Milchproteine

CLSM (Negativ-Kontrast)

Probleme beim
Farben (Nile Red)

Polysaccharide und
Gele

Polysaccharide (z.B.
Pektin, Carrageen,

Alginat, Gellan)

RKM

Praparation mit

Butanol

TEM (Oberflachenabdruck)

Polysaccharidfasern

TEM (Negative Straining)

Proteine und

Polysaccharide

Lokalisation von
Proteinen und

Polysacchariden

Molkenproteine in
Fleischprodukte

Immunchemische Methode

Molkenproteine

RKM

assiuqabig
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Lebensmittelgruppe

Anwendung / Beispiele

Analyse

Methode

Anmerkung

Gemuse Karotten, Kartoffeln REM (CP-Trocknung)
Tomaten TEM (Kryo-Technik)
Schaume Verteilung von Proteinen, | CLSM Druckkammer

Kohlenhydraten, Lipiden
und anderen
oberflachenaktiven

Substanzen

RKM

REM

assiuqabig



Ergebnisse

Anm. zu Tabelle 13:

Alle angefiihrten Techniken in der Spalte ,Methode“ mit Ausnahme der Technik
»verkapselung”“ und ,Immunchemische Methode“ konnen im Methodik-Teil nachgelesen
werden. Die Beschreibung der ,Verkapselung“ und der ,Immunchemischen Methode“ findet
man im Ergebnissteil, unter dem Unterpunkt ,viskose Lebensmittel“ (,Verkapselung“) und
»immunchemische Methode (,,iImmunchemische Methode“).

Tabelle 14: Lebensmittelgruppe und dazu passende Technik — Uberblick

Lebensmittelgruppe TEM REM |CLSM | RKM
Milch und Milchprodukte ++ ++ + +
Starkehaltige Lebensmittel ~ ~ + +
Fetthaltige Lebensmittel ~ + ++ +
EiweilRhaltige Lebensmittel ~ ~ - +
Viskose Lebensmittel + + - -
Schokolade - + ~ -
Polysaccharide ~ - - +
Gemuse + + - -
Schaume - + + ++
Anm.:

++ sehr geeignet fiir die Analyse dieser Lebensmittelgruppe
+ geeignet fiir die Analyse dieser Lebensmittelgruppe
~ mittelmaRig geeignet fiir die Analyse dieser Lebensmittelgruppe

- nicht geeignet fir die Analyse dieser Lebensmittelgruppe

In der Tabelle 14 sieht man einen Uberblick Gber verschiedene Methoden, die sich
fur die Untersuchung unterschiedlicher Lebensmittelgruppen eignen. Die Tabelle

stellt eine Zusammenfassung der vorherigen Tabelle und der Ergebnisse dar.

4.3.2 Elektronenmikroskopie (TEM, REM)
Die Elektronenmikroskopie gibt Aufschltisse Uber die Struktur vieler Lebensmittel, ist

aber fur bestimmte Produkte, wie zum Beispiel groRere Proteine oder
Polysaccharide, nur beschrankt einsetzbar. Die Elektronenmikroskopie eignet sich fur
die Untersuchung von Milch und Milchprodukte hervorragend, wobei die TEM eher
fur flissige und die REM flr feste bzw. viskose Produkte eingesetzt wird.

Da Lebensmittel mit hohem Fettanteil bzw. mit hohem Anteil an gesattigten

Fettsauren und auch Lebensmittel mit hohem Polysaccharidgehalt, vor allem mit
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Ergebnisse

hohem Gehalt an modifizierter (gelierter) Starke, schwer zu fixieren sind, ist es nicht
ratsam, die TEM fiur diese Produkte zu verwenden. Milch und Milchprodukte
hingegen sind mit der TEM leicht zu fixieren.

Die REM ist fur starkehaltige Produkte ebenfalls nicht Ublich, weil es keine passende
Technik fur die Fixierung derartiger Lebensmittel gibt. Sie wird aber fir die
Untersuchung von Fleischprodukten, Milchprodukten, Sojabohnenprodukten,
Gemuse, Teig und Getreideprodukte genutzt.

Nachteilig an dieser Methode ist, dass man sich in Details verlieren kann, indem man
sich durch die vorhandene VergroRerung auf die Mikrostruktur, auf Einzelheiten oder
Bestandteile konzentriert und das Lebensmittel nicht mehr als ein Kontinuum, also
Ganzes, betrachtet.

Die Probenpraparation ist bei der REM viel einfacher als bei der TEM. Das heif3t
naturlich nicht, dass es nie Probleme in der Probenvorbereitung gibt, sondern dass
die Aufbereitung im Allgemeinen leichter und unkomplizierter im Vergleich zur TEM
verlauft.'®

Bei der Untersuchung mittels REM' und TEM wird durch das Einstellen von groRen
Spannungen die Oberflache zerstort. Daher sollte man darauf achten, dass man nur
eine geringe Spannung von wenigen kV anlegt, um eine Schadigung der Probe zu

verhindern bzw. zu minimieren.

4.3.3 CLSM
Vorteile in der CLSM liegen vor allem in der Untersuchung von fettreichen

Lebensmitteln. Diese werden namlich durch konventionelle Mikroskopie stark
verandert, indem Fett verloren geht. AulRerdem kann man mit CLSM auch grof3e und
lose Proben betrachten. Die Probe muss nicht dunn geschnitten werden, und daher
wird die Grundstruktur nicht angegriffen. Die Methode ist auch beliebt, weil die
Moglichkeit gegeben ist, die Probe direkt unter dem Mikroskop zu verandern und die

Veranderungen dabei zu betrachten.'’

4.3.4 RKM
Die RKM ist besonders flr die Analyse der Oberflache von Lebensmitteln geeignet,

im Speziellen fur Schaume, Emulsionen und Proteinoberflachen.
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Die grol3e Vorteile der RKM sind, dass sich die Probe nicht im Vakuum befinden und
sie nicht geschnitten werden muss und auf’erdem, dass sie fur die Untersuchung

nicht elektrisch leitend sein muss.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Textur und Struktur von Lebensmitteln stellen wichtige Qualitatskriterien dar. Fir
eine objektive Untersuchung dieser Eigenschaften werden verschiedene Methoden
eingesetzt. Diese Arbeit konzentriert sich vor allem auf Elektronenmikroskopie
(Transmissionselektronenmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie), konfokale
Mikroskopie und Rasterkraftmikroskopie.

Wahrend bei der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) die Probe mit
Elektronen durchstrahlt wird, wird bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) die
Oberflache von einem Elektronenstrahl abgerastert. Auch die konfokalen Laser-
Raster-Mikroskopie (CLSM) und die Rasterkraftmikroskopie (RKM) stellen
Oberflachenmethoden dar, bei denen die Oberflache ,abgetastet” wird.

Fur folgende Lebensmitteln wurden passende Techniken zur Untersuchung deren
Struktur herausgearbeitet: Milch und Milchprodukte, starke-, fett- und eiweil3haltige
Lebensmittel, viskose Lebensmittel, Schokolade, Polysaccharide, Gemise und
Schaume.

Wahrend bei getrockneten und viskosen Milchprodukten die REM die beliebteste
Methode darstellt, wird bei Suspensionen und flissigen Milchprodukten die TEM
angewendet. Bei starkehaltigen Lebensmitteln nimmt man die CLSM und RKM, bei
fetthaltigen Lebensmitteln bringt die CLSM viele Vorteile. Bei eiweillhaltigen
Lebensmitteln, Polysacchariden und Schaumen wird die RKM angewendet, bei
viskosen Produkten und Gemiuse greift man auf die Elektronenmikroskopie zurtick.
Schokolade kann mit der REM analysiert werden.

Fur die einzelnen Methoden gibt es verschiedene Arten der Praparation der
Lebensmittel. Bei der TEM wird grob zwischen ,Ultradinnschicht-Methode®,
,Oberflachenabdruck® und ,Negative Straining“ unterschieden. Bei der REM gibt es
zwei grole Verfahren, den ,Oberflachenabdruck® und die ,Kryo-REM. Vorteil von
der CLSM und RKM ist, dass die Proben nicht geschnitten werden mussen. Bei der
CLSM kann man die Methode des ,Negativ-Kontrasts“ anwenden, bei der RKM kann
man zwischen zwei Betriebsarten (Kontakt-Modus und Nicht-Kontakt-Modus)
unterscheiden. Abhangig von der Konsistenz und Struktur der Lebensmittel und vom

Ziel der Untersuchung wird eine passende Methode gewahlt.
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Summary

6 Summary

The texture und structure of food are very important for its quality. There are different
methods for an objective analysis of these qualities, this thesis gives an overview
about Electron Microscopy (Transmission Electron Microscopy and Scanning
Electron Microscopy), Confocal Laser Scanning Microscopy and Atomic Force
Microscopy.

With a Transmission Electron Microscope (TEM) the sample is transilluminated by
electrons, with a Scanning Electron Microscope (SEM) the surface is scanned by an
electron beam. The Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) and the Atomic
Force Microscopy (AFM) also characterize the surface of food.

For the analysis of the food structure there are suitable methods for following
products: milk and milk products, starch, fat, proteins, viscous food, chocolate,
polysaccharides, vegetables and foams.

For dried and viscous milk products REM is the most popular method, for
suspensions and liquid milk products TEM is used. The analysis of starch is made by
CLSM and RKM, CLSM has many advantages for the study of fat. RKM is used for
proteins, polysaccharides and foams, electron microscopy for viscous products and
vegetables, chocolate is analysed by REM.

There are different ways of preparing food: “Thin-section-TEM”, “Replica-TEM” and
“‘Negative Straining” for TEM, “Replica-SEM” and “Cryo-SEM” for SEM. One big
advantage of CLSM and RKM is that the specimens don’t need to be cut. For CLSM
the method of the “Neagtive-Contrast” can be used, for RKM there are two modes of
operation (contact-mode and non-contact-mode). Depending on the consistency and
structure of the food and on the aim of the analysis there are suitable methods for

each product.
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