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Ein neues Kalibrierobjekt fiir die Elektronenmikro-

photogrammetrie

OLAF SINRAM, JORG ALBERTZ, Berlin, MARTIN RITTER, HENZ HOHENBERG, Hamburg,

& ANDREAS SCHERTEL, Feldkirchen

Zusammenfassung: Diese Arbeit stellt ein neues
Kalibrierobjekt fiir die Rasterelektronenmikro-
skopie vor, welches den Anforderungen einer
photogrammetrischen Auswertung gerecht wer-
den soll. Fiir eine moglichst genaue Kalibrierung
eines Aufnahmesystems werden viele, rdumlich
gut verteilte Passpunkte benétigt. In der Nahbe-
reichsphotogrammetrie stellt dies in der Regel
kein groBes Problem dar. Kalibrierobjekte lassen
sich hier unter Umstidnden sogar selbst herstellen,
oder alternativ kann die Kamera zu einem vor-
handenen Passpunktfeld gebracht werden. Beides
lasst sich in der Elektronenmikroskopie nicht be-
werkstelligen. Im Rahmen des laufenden, von der
DFG unterstiitzten Forschungsprojekt ,Photo-
grammetrische Oberflichenrekonstruktion biolo-
gischer Objekte mittels REM Bildern® konnte ein
neuartiges Kalibrierobjekt entwickelt werden,
welches eindeutig identifizierbare, rdumlich gut
verteilte Passpunkte aufweist und durch sein De-
sign eine gute und genaue Messbarkeit auch bei
starken Kippungen gewihrleistet.

Summary: A new calibration object for electron
microscope photogrammetry (microphotogram-
metry). This paper presents a new calibration ob-
ject for Scanning-Electron-Microscopy, which is
supposed to meet all requirements of photogram-
metric evaluation. For a most accurate calibra-
tion of an image acquisition system, a suffient
number of spatially well distributed control
points is required. This does not represent a major
problem in close range photogrammetry. There,
calibration objects can be selfmade eventually, or
the sensor is taken to the nearest available control
point field. Both solutions are not possible in
electron microscopy. In the current research pro-
ject, supported by the DFG, ‘Photogrammetric
surface reconstruction, using SEM images’, a new
pyramidal shaped calibration object was devel-
oped, which is equipped with clearly identifiable,
spatially distributed control points. Due to its de-
sign, it also allows good and accurate measure-
ments even when it is extremely tilted.

Einleitung

Die quantitative photogrammetrische Aus-
wertung von rasterelektronenmikroskopi-
schen Bildern ist nur unter Beriicksichtigung
verschiedener physikalischer und mathema-
tischer Ansitze und mit speziellem gerite-
technischem Aufwand zu bewerkstelligen.
Es sollen im Folgenden die Punkte genannt
werden, die die Vorraussetzung fiir eine
quantitative Auswertung bilden. Vor allem
wird die Notwendigkeit eines speziellen Ka-
librierobjektes fiir dieses Verfahren aufge-
zeigt. Dazu soll in Kapitel 2 die Entwicklung
des Kalibrierobjektes von ersten Versuchen
mit einem ebenen Gitter bis hin zur jetzigen

Form der Stufenpyramide nachvollzogen
werden. Zum anderen werden erlangte
Messergebnisse in Kapitel 3 vorgestellt, ein
Ausblick tiber die weiteren Schwerpunkte
des Projektes wird in Kapitel 4 gegeben.

1 Probleme bei der Elektronen-
mikrophotogrammetrie

Die erste offensichtliche Herausforderung
bei der Elektronenmikroskopie ist die Tat-
sache, dass der Sensor nicht bewegt werden
kann. Das fithrt nicht nur bei der Kalibrie-
rung, sondern auch bei jeder folgenden
rdaumlichen Auswertung zu Schwierigkeiten,
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da in diesem Falle Objektaufnahmen aus
mehreren Richtungen erforderlich sind. Um
diese bei einem feststehenden Sensor zu er-
halten, muss das Objekt bewegt (gekippt)
werden. Die Vakuumkammer des Mikro-
skopes limitiert dabei sowohl die Ausmale
des Gerites, mit welcher die Probe bewegt
und gekippt wird, als auch die Probengro3e
selbst. Die Entwicklung eines speziellen Po-
sitioniergerites durch die Firma Kleindiek
Nanotechnik (siche Abb. 1) ermdglichte uns
hierfiir die exakte Positionierung und Kip-
pung auf engstem Raum.

Eine weitere Hiirde besteht darin, dass
zwar generell mit dem Elektronenmikro-
skop iiber eine sehr groBe Spannweite an
VergroBerungen gearbeitet werden kann, et-
wa von 100 x bis iiber 150 000 x . Fiir hohe
VergroBerungen wird dann aber das Sicht-
feld sehr klein. Fiir die Kalibrierung des Sys-
tems bedeutet dies, dass die erforderlichen
Passpunkte auf dem Kalibrierobjekt sehr
genau auf kleiner Fliache positioniert sein
miussen.

Beim Rasterelektronenmikroskop wird
die speziell behandelte Oberfliche mit einem
feinen Elektronenstrahl abgetastet und die
gestreuten Elektronen werden detektiert.
Diese Methode ist besonders gut zur hoch-
auflésenden Betrachtung von Oberflichen
geeignet. Der Unterschied zu einem tbli-
cherweise in der Photogrammetrie benutz-
ten Sensor ist, dass das Bild nicht wie in einer
photographischen Kamera durch ein mehr

Abb. 1: Kippgenauer Probentisch
(ca. 7cm X 2cm X 3cm).

oder weniger festes Linsensystem zur Bild-
ebene gelangt. Stattdessen bestehen die Lin-
sen im Elektronenmikroskop aus elektri-
schen und magnetischen Feldern.

Dieses Linsensystem unterliegt den Ein-
stellungen des Mikroskopes (VergréBerung,
Beschleunigungsspannung,  Strahldurch-
messer, usw.) und hat keine Bildebene im
herkommlichen Sinn. Dennoch lésst sich die
Bilderzeugung durch die Zentralperspektive
modellieren, bzw. durch die Parallelpers-
pektive, wenn eine VergrofBerung von ca.
1000 x oder mehr angenommen wird
(HEMMLEB 2001).

Dieim o.a. Forschungsprojekt gewéhlten
VergroBerungen lassen es zu, die Parallel-
perspektive als Standardfall anzunehmen.
Die daraus resultierende mathematische
Problemstellung, die schlieBlich zur Ent-
wicklung des hier vorgestellten Kalibrier-
korpers gefithrt hat, soll im folgenden Ka-
pitel ndher erldutert werden.

S1

Upper
pole-piece

S | wrif~m Aperture diaphragm
u DA DA

Lower pole-piece

MANN

Specimen

rb-

Abb. 2: Virtuelles Projektionszentrum Z (REIMER
1985

-~



O. Sinram etal., Neues Kalibrierobjekt fir Elektronenmikrophotogrammetrie

437

2 Entwicklung des Kalibrierobjekts

Herkommlicherweise werden fiir die Kali-
brierung in der Rasterelektronenmikrosko-
pie 2D-Teststrukturen, wie z. B. Gitterrepli-
kas aus Kohlenstoff (mit 2160 Linien/mm)
benutzt (Abb. 3), um damit den MafBstabs-
fehler und optische Verzerrungen zu erken-
nen und zu korrigieren.

Abb. 3: 2D-Testgitter mit 2160 Linien/mm.

Die Schnittpunkte zweier Gitterlinien die-
nen dabei als Passpunkte fiir die Kalibrie-
rung. Die Uberlegung, ein derartiges Gitter
auch fir die photogrammetrische Kalibrie-
rung des XL 30 ESEM bzw. des XL 30 FEG
einzusetzen, wurde jedoch wieder verwor-
fen. Versuche zeigten ungenaue und nicht re-
produzierbare Ergebnisse hinsichtlich der
Feststellung der Orientierungsparameter.

Bei der Parallelprojektion kommt es bei
zweidimensionalen Strukturen, bzw. Punkt-
feldern, die auf einer Ebene liegen, zu ma-
thematischen Instabilititen (SINRAM et al.
2002). Praktisch alle kommerziell erhaltli-
chen Kalibrierstandards (z. B. MikroMasch,
Estland) sind entweder aus 2D-Strukturen
aufgebaut oder aus 3D-Strukturen, die nur
eine XY bzw. eine XZ Kalibrierung ermog-
lichen.

Um Mehrdeutigkeiten, die durch obenge-
nannte mathematische Instabilititen her-
vorgerufen werden konnen, bei der parallel-
perspektivischen Abbildung zu beseitigen,
sind also Passpunkte notwendig, die nicht
auf einer Ebene liegen. Das zweckméfBigste
Konstrukt, das derart positionierte Pass-

punkte erlaubt, ist die Pyramidenform. Ob-
jekte dieser Form lassen sich jedoch nicht
ohne weiteres mit herkommlichen Verfahren
herstellen. Mit dem ,,Gas-Induced Focused-
Ton-Beam-Etching™ wurde eine Methode
gewahlt, bei der pyramidenférmige Struktu-
ren mit hoher Genauigkeit hergestellt und
mit Passpunkten versehen werden konnen.

o |
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Abb. 4: Erste Form der Kalibrierpyramide mit
senkrechten Seiten, ohne Passpunkte.

ADDb. 4 zeigt einen ersten Prototyp der Py-
ramide, bestehend aus drei Stufen, mit senk-
rechten Seiten. Die Schnittpunkte der Stu-
fenkanten sollten als Passpunkte dienen. Bei
dieser Objektform lag die groBte Schwierig-
keit darin, die Kanten liberhaupt zu identi-
fizieren, da ungiinstigerweise im REM die
AuBenkanten im Bild sehr stark iiberstrah-
len und nur sehr vage zu bestimmen sind.
ADD 5. zeigt das Ergebnis einer Kantenex-
traktion, angewandt auf ein verhdltnisméa-
Big gilinstiges Bild (CaNNY 1986, SUTHU
1999).

Abb 5: Ergebnis einer Kantenextraktion.
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Die Schnittpunkte jeweils zweier ausglei-
chender Geraden, die durch die extrahierten
Kantenpunkte gelegt wurden, sollten hierbei
als Passpunkte dienen. Man erkennt deut-
lich die nur sehr unscharfe, breite Kante,
deren Bestimmung —und damit auch die Be-
stimmung der Schnitt-, bzw. Passpunkte —
nur mit groBer Unsicherheit moglich ist.
Wird zudem die Pyramide sehr stark ge-
kippt, verschmelzen die Kanten miteinander
und lassen die Passpunktbestimmung nicht
mehr zu. Selbst eine interaktive, manuelle
Messung und Bestimmung der Passpunkte

011206 20000 2000 WD Spd Pywamed 12

Abb. 6: Jetzige Form der Pyramide mit schragen
Kanten und Nanomarkern.

10pm

ist in diesem Falle nicht mehr zuverléssig
durchfithrbar. Diese Unzuldnglichkeiten
veranlassten die Weiterentwicklung der Ob-
jektstruktur.

Die aktuelle und zuverldssig funktionie-
rende Losung fand sich in der in Abb.6
gezeigten Form der Stufenpyramide mit
schrigen Kanten und Nanomarkern, die als
Passpunkte dienen. Die Pyramide hat eine
Grundfliche von ca. 6 mm x 6 mm, mit
einer durchschnittlichen Stufenhéhe von
700 nm.

Die Nanomarker werden mit einem Ilo-
nenstrahl in die Pyramidenstrukturen ein-
gedtzt und haben einen Durchmesser von
50 nm. Sie werden anschliefend mit einem
AFM (Rasterkraftmikroskop) hochgenau
vermessen (siche Abb. 7).

In diesem bislang optimalen Kalibrier-
korper wurden die o.a. kritischen Punkte
beriicksichtigt. Dariiber hinaus wurde eine
Form gefunden, die einer Vielzahl von An-
forderungen gerecht wird:

e Durch die Pyramidenform ist das Pass-
punktfeld raumlich verteilt.

e Die Passpunkte sind in Form von Nano-
markern auf den Pyramidenstufen eindeu-
tig identifizierbar.

2279 nm
1139 nm

0nm
10 pm

0pm

0 pm

Abb.7: AFM-Bild zur Vermessung der Nanomarker (Passpunkte).
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e Durch eine gewollt asymmetrische Vertei-
lung ist die Zuordnung der Punkte ge-
wihrleistet.

e Die schrigen Kanten erlauben Sicht zu al-
len Punkten selbst bei extremer Kippung.

e Die genaue Vermessung der Passpunkte
mit einem AFM wird durch die schrigen
Flanken erst zuverldssig ermdglicht.

Abb.8a und b verdeutlichen die positiven
Auswirkungen der schrigen Kanten auf die
Sichtbarkeit der Punkte, bei extremen Kip-

pungen.

Die 38 Passpunkte sind jeweils auf den
Stufen der Pyramide angebracht (21 auf der
unteren, 12 auf der mittleren und 5 auf der
obersten), wobei die Punkte auf der unters-

fWD13 Sp 4

a) Kippung ca. —40°

3 Sp4 A0300

b) Kippung ca. + 30°

Abb. 8: Durch die Abschragung der Seiten blei-
ben die Passpunkte auch bei extremen Kippun-
gen.

ten Stufe bewusst unsymmetrisch ange-
bracht wurden, um die Punktzuordnung
sicherzustellen (siche Abb. 8a, b, die rechte
obere Ecke der Pyramide).

Die Rasterelektronenmikroskopie er-
moglicht eine sehr grofle Spannweite an Ver-
groBerungen. Daher wire es sinnvoll, ein
skalierbares Kalibrierobjekt zu benutzen,
um dieses fiir moglichst viele VergréBerun-
gen formatfiillend, also mit maximaler An-
zahl von Passpunkten abbilden zu kénnen.
Aus diesem Grunde kénnten mehrere Pyra-
miden verschiedener GréBe auf einem Array
zusammengefasst werden.

So lieBen sich die verschiedenen GroBen
der Pyramiden nutzen, um in einem grofBe-
ren MaBstab zu kalibrieren. Bei kleineren
Maf@stidben lieBen sich mehrere Pyramiden
zusammenfassen und abbilden, um das Bild-
format zu fillen.

3 Messungen

Ausgehend von unserem Standardfall der
Parallelprojektion, kann fiir den verwende-
ten Sensor im einfachsten Fall mit einer ein-
zigen Unbekannten gerechnet werden: dem
Mal@stab, der in gewissem Sinne die Kame-
rakonstante bei der Zentralprojektion er-
setzt. Es lassen sich aber auch zusitzliche
Parameter, wie Verzeichnung oder Affinitit
beriicksichtigen, so dass insgesamt bis zu 7
Abbildungsparameter fiir den Sensor be-
stimmt werden konnen. Zudem gelten fiir
jedes Bild 5 Unbekannte: 2 Translationen
und 3 Rotationen, so dass fiir eine Auswer-
tung insgesamt bis zu 12 Unbekannte in der
Berechnung berticksichtigt werden miissen.
Zum néheren Verstindnis sei hier auf
weiterfithrende Literatur verwiesen, z.B.
(BURKHARDT 1981, MAUNE 1976).

Allein bei der Auswertung eines Bildes er-
geben sich so 6 bis 12 Unbekannte (je nach
Anzahl zusitzlicher Parameter), bei bis zu
76 Beobachtungen pro Bild (38 x 2). Daser-
gibt eine Redundanz von 64 bis 70. Diese
lasst sich erhohen, wenn man mehrere Bilder
zur Kalibrierung heranzieht und einen Sen-
sor fiir den ganzen Verband annimmt.

Exemplarisch sei hier das Ergebnis einer
Auswertung mit 14 Bildern prasentiert. Da-
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bei wurden 77 Unbekannte aus 1042 Be-
obachtungen bestimmt:

Die Aufnahmeanordnung ist in Abb.9
dargestellt.

Tab.1: Ergebnisse der REM-Kalibrierung.

Parameter Wert
MaBstab m [pixel/um] 94.612 + 0.11
radiale Verz. A, 1.226e-007
radiale Verz. A, —1.204e-012
tangentiale Verz. B, — 6.008e-006
tangentiale Verz. B, —2.145e-006
Affinparameter C, —4.810e-003
Affinparameter C, — 1.535e-003
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Abb. 9: Visualisierung einer Kippserie.

4 Ausblick

Der in dieser Arbeit vorgestellte Kalibrier-
korper erlaubt zuverldssige und eindeutige
Passpunktmessungen zur hochgenauen Be-
stimmung der Parameter des Elektronen-
mikroskops. Es wurde damit die Moglich-
keit geschaffen, ein Rasterelektronenmikro-
skop zuverléssig Uber verschiedene Vergro-
Berungsbereiche hinweg zu kalibrieren. Zu-
dem sind die mit dem AFM durch Kontakt-
messung gewonnenen Koordinaten der
Passpunkte auch auf andere bildgebende
Systeme, wie z. B. das konfokale Lichtmi-
kroskop iibertragbar. Die Kalibrierung ver-
schiedener bildgebender Systeme mittels

eines Kalibrierkorpers wird moglich und da-
mit konnte auch erstmals im Vergleich eine
Analyse tiber die quantitative Aussagekraft
der gewonnen Daten durchgefiihrt werden.
Die quantitativen Aussagen verschiedener
mikroskopischer Anwendungen konnten
somit in ihrer Zuverldssigkeit erheblich ge-
steigert werden.

Die anfangs erwdhnte Kippung der zu
untersuchenden Objekte erfolgt iiber hoch-
prézise Kippbilihnen, die im Inneren der Va-
kuumkammer installiert werden missen.
Neben den Sensoreigenschaften konnen
auch die Zuverlassigkeiten solcher Kipp-
bithnen tiber dieses Kalibrierobjekt kontrol-
liert werden, z.B. im Rahmen einer Biindel-
blockausgleichung. Damit wird also nicht
nur die Bilderfassung moglichst genau mo-
delliert, sondern auch die Geometrie der
Aufnahmeanordnung.

Zukiinftige Arbeiten sollen sich unter an-
derem auf eine semiautomatische Punkt-
messung konzentrieren, bei der unter
Kenntnis der Objektkoordinaten, nach ma-
nueller Messung von einigen Initialisie-
rungspunkten, die verbleibenden Punkte au-
tomatisch erkannt werden. Wir mochten die
Messung der Kalibrierung auf diese Weise
vereinfachen und beschleunigen, sowie indi-
viduelle Messfehler moglichst ausschlieBen.
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