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Allgemeine Vorbereitung fiir die Versuche 20 — 23

VergroBerung eines Mikroskops (Vergleich Endlich- und Unendlich-Optik)
Lit.: Anhang [A]

Auflésungsvermogen und numerische Apertur
Lit.: Anhang

Das Sehfeld, Okular und Blenden
Lit.: Anhang[C]

Die Schérfentiefe
Lit.: Anhang

Kohlersche Beleuchtung, Abbildungs- und Pupillenstrahlengang
Lit.: Anhang

Der Kondensor und die Aperturblende des Kondensors
Lit.: Anhang[F]

Verfahren der Kontrastierung
Lit.: Anhang[G]

Aufbau des Panthera CC und Grundlagen der Kameratechnik
Lit.: Anhang [H]

Aufgabe [3.1] ist als Hausaufgabe vorzubereiten.
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Abbildung 1: Aufbau zu Versuch 21

2 Wichtige Hinweise zur Benutzung des Mikroskops

Bei der Benutzung eines Lichtmikroskops gilt es, einige ,,Grundregeln“ zu beachten (hauptséchlich
um Beschiadigungen zu vermeiden):

e Beim Einlegen und Herausnehmen des Priparats sollte stets das 4x-Objektiv in
den Strahlengang geschwenkt werden, um zu vermeiden, dass es bei diesen Aktionen zu
Beschéddigungen an den Objektiven kommt.

¢ Bei allen Versuchen betrachtet man das Praparat zunéchst mit dem Objektiv mit der geringsten
VergroBerung (in diesem Fall 4-fache Vergroerung). Man arbeitet sich dann schrittweise
zur gewiinschten Vergroflerung vor, indem man jeweils das Objektiv mit der néchstho-
heren Vergréflerung verwendet. Dies hat zwei Griinde: Zum Einen fillt es so deutlich leichter,
das Praparat zu fokussieren, da die Schirfeebenen der verschiedenen Objektive aufeinander ab-
gestimmt sind; wenn man das Préparat also unter dem 10x-Objektiv scharf sieht, muss man
nach dem Wechsel auf das 40x-Objektiv zur Fokussierung nur noch geringfiigig den Feintrieb
betdtigen. Zum Anderen werden so Beschiddigungen der Objektivoberfliche vermieden, da ein
Beriithren des Praparats mit der Objektivoberflache durch das stufenweise Wechseln praktisch
auszuschlielen ist.

e Um der Verschmutzung bzw. Verstaubung des Mikroskops vorzubeugen, ist nach jedem Ver-
suchstag die Abdeckung tiber das Mikroskop zu stiilpen. Diese praventive Mafinahme macht so
manche Reinigung iiberfliissig. Als Faustregel gilt: Optische Geréte sollten so wenig wie
moglich gereinigt werden.

¢ Reinigung: Falls die Linsen doch einmal gereinigt werden miissen, so ist es wichtig, wie man
Objektiv-, Kollektor-, Kondensor-, oder Okularlinse reinigt. In jedem Fall sollte der Betreuer
informiert werden. Um Staub zu entfernen, sollte man die betreffenden Teile zunéchst mit
einem Blasebalg von Staubpartikeln befreien. Fest anheftende Staubteilchen kénnen mit einem
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Wattestdbchen oder einem Mikrofasertuch entfernt werden. Gegebenenfalls kann man Tuch bzw.
Stabchen mit destilliertem Wasser befeuchten. Nach einer solchen feuchten Reinigung muss die
Linse mit einem neuen trockenen Tuch bzw. Wattestabchen abgetrocknet werden. Fiir besonders
hartnéickige Verschmutzungen kann auch reiner Alkohol verwendet werden. Auf jeden Fall ist
stets darauf zu achten, dass fiir jede Linse ein neues Tuch/Wattestabchen genutzt wird. Bei der
Reinigung auflerdem immer spiralférmig von innen nach auflen reinigen und Handschuhe tragen.
Bei einer nicht sachgeméfien Reinigung kann es zum Verkratzen der Linsenoberflichen und
somit zu einer massiven Minderung der optischen Qualitiat des Mikroskops kommen (Volgger &
Lichtscheidl, |2008d)).

o Benutzen Sie das Mikroskop immer bei maximaler (bzw. der fiir das Auge maximal ertriglichen)
Helligkeit (Der Drehknopf fiir die Spannung der Lichtquelle befindet sich hinten rechts am
Mikroskop).

e Im Anhang finden Sie weitere Hinweise zur optimalen Einstellung des Mikroskops (Augenab-
stand, Dioptrienausgleich etc.)

3 Aufgaben

Vorbemerkung: Von den im Nachfolgenden dargestellten Aufgaben werden innerhalb eines Prak-
tikumstages nicht alle bearbeitet. Die zu Beginn vorgestellten Aufgaben hingegen sind obligatorisch
und Zusatzaufgaben werden mit einem * markiert. Die Auswahl der Zusatzaufgaben wird je nach
Zeitbudget in Abstimmung mit den Studierenden von den Betreuenden am Praktikumstag getroffen.
Dabher ist es nétig, dass Sie sich auch mit den Zusatzaufgaben auch im Voraus vertraut machen. Diese
Zusatzaufgaben konnen auch in miindlicher Form vorbereitet werden und miissen nicht unbedingt
Bestandteil der schriftlichen Vorbereitung sein.

3.1 Die Sehfelder von Kamera und Okular (Hausaufgabe)

Berechnung des Sehfeldes eines Pixels, des Sehfeldes der gesamten Kamera und des Okularseh-
feldes

Lit.: Anhang[H und[C].

Das Gesichtsfeld oder Sehfeld bezeichnet den Ausschnitt der Praparatebene, der mit dem Okular oder
der Kamera betrachtet werden kann. In dieser Aufgabe sollen Sie zunéchst eine Gréfle berechnen, die
in Aufgabe mithilfe der Messsoftware zur Mikroskopkamera gemessen wird: Die Abmessungen des
Praparatausschnitts, der auf einen Pixel des Kamerasensors abgebildet wird, in der Einheit:

mXxXm
Pixel — X — Achse x Pixzel — Y — Achse

(1)

Entnehmen Sie die notigen Grofien dem Datenblatt zur Moticam 1 (https://moticeurope.com/en/
moticam-1.html) (Motic, |2019al). Der benotigte Kameraadapter (C-Mount 0,5x ) hat zusammen mit
der Tubuslinse (f7; = 180mm) eine Gesamtbrennweite von fg.s = 90mm. Benutzen Sie die Abmes-
sungen eines Pixels und bedenken Sie, dass die Sensorflache zugleich die Zwischenbildebene ist. Des
Weiteren benétigen Sie gegebenenfalls die Objektivbrennweiten:

fovjektiv,a— fach = 4dmm
fObjektiv,lO—fach = 18mm
fovjektiv,a0— fach = 4, 5mm
fovjektiv, 100~ fach = 1,8mm

Aufgaben:

(a) Legen Sie kurz dar, inwiefern sich die Strahlengéinge von Okular und Kamera unterscheiden (wo
sind sie gleich?) und wie dies im optischen Aufbau realisiert wird.


https://moticeurope.com/en/moticam-1.html
https://moticeurope.com/en/moticam-1.html
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(b) Beschreiben Sie, auf welche Weise der Kameraadapter den Abbildungsmafistab und damit das
Sehfeld pro Pixel verdndert. Was bedeuten G bzw. ZB aus der Gleichung des Abbildungs-
mafstabes in dieser Aufgabe? Begriinden Sie, ob es sich beim Adapter um eine Sammel- oder
Zerstreuungslinse handelt!

(¢) Berechnen Sie die Seitenldingen und die Flidche des Gesichtsfelds eines Pixels. Fithren Sie
die Rechnung fiir alle Objektive durch.
Hinweis: Sie benétigen den Abbildungsmaflstab fiir Mikroskope mit Unendlich-Optik. Denken
Sie in Threr Rechnung an den zusédtzlichen Adapter!

(d) Deuten Sie die Werte. In welchem Zusammenhang steht die berechnete Grofie mit der Mikro-
skopvergrofierung?

(e) Berechnen Sie mittels der Gesamtpixelzahl und dem Ergebnis aus Teilaufgabe b) das Gesichts-
feld der gesamten Moticam/ des gesamten Sensors fiir alle Objektive (hier sollen wieder Sei-
tenldngen und die Flache berechnet werden!)

(f) (freiwillige Zusatzfrage) Berechnen Sie ausgehend von der Grofie eines Pixels und der Gesamt-
pixelzahl die zu erwartenden Abmessungen des Sensors. Vergleichen Sie mit der Angabe ,aktive
Sensorflache“ auf dem Datenblatt der Moticam und stellen Sie eine Vermutung fiir den Grund
der Abweichung auf.

(g) Berechnen Sie nun den theoretisch zu erwartenden Durchmesser und die Fliache des Sehfeldes
des Okulares fir die Objektive mit 4, 10, 40 und 100-facher Vergroflerung (Die Sehfeldzahl
finden Sie im Anhang .

3.2 Messung der Vergroflerung einer Lupe

Bestimmung der LupenvergoBerung durch Vergleich zweier MaBstabe

Die Vergroflerung der Lupe wird bestimmt, indem man zwei Mafistédbe vergleicht, von denen einer
mit dem einen Auge durch die Lupe, der andere gleichzeitig mit dem anderen Auge in einer Entfer-
nung von 25 cm direkt betrachtet wird. Man stelle fest, wieviele Skalenteile des einen Mafistabes einer
bestimmten Anzahl des anderen entsprechen und berechne daraus die Vergrofierung (moglichst grofie
Strecken miteinander vergleichen).

3.3 Kohlersche Beleuchtung

Einstellung einer moglichst gleichmaBigen und lichtstarken Beleuchtung
Lit.: Anhang[C]und [E].

Um fiir eine gleichméBige und optimale Beleuchtung des Objekts zu sorgen, hat sich das Beleuchtungs-
verfahren nach Kohler durchgesetzt. Die Kohlersche Beleuchtung wird in folgenden Stufen durchge-
fithrt (zur Ilustrierung der Schritte betrachte auch Abbildung [2| und [3]).

1. Anschalten des Mikroskops.

2. Helligkeit durch Verstellen des Helligkeitsreglers (hinten rechts am Mikroskop) so weit aufdre-
hen, wie es fiir das Auge noch ertréglich ist.

3. Scharfstellen eines beliebigen Objektes (zunéchst ohne Riicksichtnahme auf die Beleuchtungs-
qualitit) mithilfe von Grob- und Feintrieb. Ab jetzt soll an der Hohe des Objekttisches
(=Schirfeebene) nichts mehr gedndert werden.

4. Leuchtfeldblende komplett schlieflen.

5. (Nur) Durch Hohenverstellung des Kondensors wird der Rand der Leuchtfeldblende scharfge-
stellt (nicht durch Betétigung des Grob-/Feintriebes!)
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Kondensor z-
Einstellung

-

Kondensor x- und y- Einstellung

Abbildung 2: Beleuchtungsapperatur beim Panthera CC.

6. Zentrierung der Leuchtfeldblende durch x- und y- Verstellung des Kondensors (vgl. Abb. .

7. Leuchtfeldblende 6ffnen, bis der ausgeleuchtete Bereich genau dem Gesichtsfeld entspricht (even-
tuell muss wihrend dem Offnen der Leuchtfeldblende die x- bzw- y-Position des Kondensors
nochmals leicht variiert werden).

8. Aperturblende so weit schlieen, bis man eine plotzliche Kontraststeigerung wahrnimmt (dies
erfordert ein wenig Fingerspitzengefiihl).

*ee0

Abbildung 3: Die einzelnen Schritte des Kohlerschen Beleuchtungsverfahrens: Scharfstellen, Zentrie-
ren und Offnen der Leuchtfeldblende.

Aufgaben:

a) Nennen Sie die Bauteile, mit denen die Beleuchtungsapperatur eines Lichtmikroskops ausgestat-
tet sein muss, um die Kohlersche Beleuchtung durchzufiihren. Auf welche Weise miissen diese
verstellbar sein?

b) Erldutern Sie, warum es wichtig ist, dass die Leuchtfeldblende simultan zum betrachteten Objekt
scharf abgebildet wird. Nehmen Sie dabei Bezug auf Abbildungs- und Beleuchtungsstrahlengang
(siehe Abbildung [30]).
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c¢) Fiihren Sie das Kohlersche Beleuchtungsverfahren mit dem 10er-Objektiv und einem Préparat
Threr Wahl (Préparatkasten) durch.

d) Schwenken Sie in dieser Einstellung auf das 4er-Objektiv um und beobachten Sie nochmals das
Praparat. Begriinden Sie, warum das Mikroskop streng genommen nach jedem Objektivwechsel
gekohlert werden muss (Hinweis: Das Verstellen der Schirfeebene zihlt nicht zum Koéhlern).

e) Ziehen Sie ein Okular vorsichtig aus der Halterung und blicken Sie in den Mikroskoptubus.
Welche Blende sehen Sie jetzt scharf (eventuell miissen Sie auch erst die Blende schlieBen, um sie
zu erkennen)? Nennen Sie alle weiteren Ebenen, die zu dieser Ebene konjugiert sind (Abbildung
kann hilfreich sein). Wie konnen Sie damit tiberpriifen, ob die Beleuchtungsapertur der nu-
merischen Apertur entspricht? Welchem Schritt in der Anleitung fiir die Kéhlersche Beleuchtung
(s.0.) entspricht dieses Abgleichen? (Ein anderes Indiz erhalten Sie, wenn Sie den Objektivrevol-
ver bei maximaler Helligkeit von auflen betrachten: Solange die Beleuchtungsapertur wesentlich
grofer als die numerische Apertur ist, werden die Objektive von auflen angestrahlt.)

f) Angenommen, Sie sehen beim Durchblicken durch das Mikroskop klar und scharf dargestellte
Verunreinigungen. Begriinden Sie, an welchen Positionen der Schmutz lokalisiert sein kénnte.

g) Erldutern Sie kurz, warum der ausgeleuchtete Bereich dem Sehfeld stets angepasst werden sollte.

3.4 Hinweise zur Nutzung der Moticam

Inbetriebnahme von Kamera und Messsoftware

Bitte bringen Sie zur Speicherung der Bilder fiir Ihr Protokoll ein digitales Speicherme-
dium (USB-Stick) mit!
Um die Kamera in Betrieb zu nehmen, gehen Sie folgendermafien vor (in Abbildung [4] sehen Sie ein
Fenster der Messsoftware):

a) Kalibrier-Objekttrager (Abb. ) einlegen und darauf fokussieren

=3

Kamera iiber das beiliegende USB-Kabel am Computer anschlieflen

c) Offnen der Software per Doppelklick

)
)
)
)

o,

Um ein Livebild zu erhalten, klickt man in der linken Spalte den Button MID (Livebild) an
(alternativ wéhlen Sie unter ,Datei den Reiter ,Erfassen“ aus). Daraufhin 6ffnet sich ein neues
Fenster (das im Folgenden als Livebild-Fenster bezeichnet wird).

e) In der rechten Spalte sollte man ,automatische Belichtung® auswéhlen. Falls dies bereits
voreingestellt ist, das Bild aber trotzdem nicht erscheint, die Auswahl nochmal
entfernen und dann wiederum anklicken.

Um die Auflosung der Kamera voll auszunutzen (erst dann werden alle Pixel ,aktiv® genutzt), soll-
te als Auflosung 1280 x720 ausgewéahlt werden. Um nun ein Foto aufzunehmen, wird in der rechten
Spalte vom Mentipunkt ,,Grundeinstellungen“ auf den Mentipunkt ,, Aufnahme* gewechselt. Nun kann
durch Klicken auf den Button ,Einzelbildaufnahme* eine Aufnahme gemacht werden, die nach dem
Wechseln vom Livebild- zum Hauptfenster unten angezeigt wird, und entsprechend abgespeichert
oder mithilfe der Software bearbeitet werden kann.
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Abbildung 4: Der Livebildmodus in der Software Motic Images Plus 3.0. Um tatséchlich ein Bild zu
erhalten, sollte kontrolliert werden, ob die ausgewéhlte Moticam mit der vom Compu-
ter erkannten iibereinstimmt (1), ob die automatische Belichtung eingestellt ist (bei
Voreinstellung zunichst deaktivieren und dann wieder aktivieren) (2). Un-
ter dem Meniipunkt ,,Aufnahme*(3) kann eine Aufnahme angefertigt und abgespei-
chert werden. Unter dem Mentipunkt Messen (4) kénnen Live-Messungen durchge-
fiihrt werden.
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3.5

Kalibrierung und Vermessung mithilfe der Moticam

Kalibrierung der Kamera und anschlieBende Kontrolle durch Testmessung

Lit.: Anhang[H]

Um mit der Kamera Objektstrukturen vermessen zu konnen, ist eine vorherige Kalibrierung unabding-
bar. Es geniigt, diese Kalibrierung mit einem Objektiv durchzufithren. Dazu wird der Objekttriger
der Firma Motic (,,Calibration slide*) verwendet. Dieser enthélt schwarze Kreise mit fest definierten
Durchmessern und in der Mitte ein Fadenkreuz (vgl. Abb. [5).

Abbildung 5: Der im Praktikum verwendete Kalibrierobjekttriger.

Aufgaben:

a)

b)

Erkldren Sie, nach welchen Kriterien Sie den Kreis und das Objektiv fiir Thre Kalibrierung
auswéihlen. (Hinweis: Das 100x-Objektiv eignet sich nicht zum Kalibrieren).

Fokussieren Sie nun mit Threm gewédhlten Objektiv auf den gewéhlten Kreis. Der Kreis muss
dabei zum Kalibrieren komplett im Sehfeld der Kamera liegen. Dies kann man im Livebild-
Modus parallel {iberpriifen. Geben Sie an, welchen Kreis auf dem Kalibrierobjekttrager Sie
gewdhlt haben. Begriinden Sie ferner, warum sich das 100x-Objektiv nicht zum Kalibrieren
mit dem verwendeten Objekttrager eignet.

Man speichere dann eine Aufnahme des ausgewéhlten Kreises (s.o.) und rufe hiernach im Haupt-
fenster unter dem Mentipunkt ,Messung“ den Kalibrierassistenten auf. Nun wird das aufgenom-
mene Bild hochgeladen und die Objektivvergréfierung eingegeben.

Mit dem Klick auf Kalibrieren gibt das Programm in einem neuen Fenster an, wie viele um des
Sehfeldes einem Pixel bei der gewdhlten Vergrofierung (sowohl in x-, als auch in y-Richtung)
entsprechen. Dokumentieren Sie diese Gréfie (vgl. Abbildung|f]). Indem Sie in dem neuen
Fenster auf , Speichern® klicken, ist die Kalibrierung abgeschlossen. Vergleichen Sie den Ausge-
gebenen mit dem errechneten Wert aus Aufgabe

Kontrollieren Sie die Kalibrierung, indem Sie den Kreis, den Sie zuvor zur Kalibrierung ver-
wendet haben, vermessen. Leiten Sie daraus die Giite der Kalibrierung ab! Dies kann im Live-
Modus oder im Hauptfenster der Messsoftware durchgefiihrt werden. Im Livebild-Modus kann
dies unter dem Meniipunkt Messen (vgl. Abb. @) und der Auswahl des Werkzeuges , Kreis“ (vgl.
Abb. @ durchgefiihrt werden. Um diese Messung an einem abgespeicherten Bild durchzufiih-
ren, konnen Sie im Hauptfenster eine gespeicherte Aufnahme auswéhlen und hier wieder unter
»Messen/ Kreis“ die Abmessungen kontrollieren. Fiir spitere Messungen ist es wichtig, dass Sie
im Livebildmodus stets die richtige Objektivvergroflerung und die richtige Kalibrie-
rung ausgewihlt haben (sieche Abb. E[) Es ist nun damit auch moglich, Messungen mit einem
anderen Objektiv durchzufiithren. Dazu muss die ObjektivvergroBerung aktualisiert werden. Die
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Abbildung 6: Kalibrierung mithilfe des Kalibrierassistenten. Die Software erkennt den schwarzen
Kreis und markiert die von ihr erkannte Fliache griin. Als Output wird in einem neu-
en Fenster die Grofie um pro Pixel geliefert. Diese muss zusammen mit der Objektiv-
vergroflerung notiert werden (rote Umrandung), bevor die Kalibrierung mit Speichern
abgeschlossen wird.
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Abbildung 7: Messung im Livebildmodus. In der oberen Zeile muss stets die aktuelle Objektivver-
groferung (1) und die zuvor durch die Kalibrierung erhaltene Grofie pm pro Pixel
richtig ausgewahlt werden (2). Den Kreis auf dem Kalibrierobjekttrager kann man
mit einem entsprechenden Werkzeug (3) vermessen.

Kalibrierung hingegen bleibt immer gleich. Stimmen diese Angaben im Livebild-Fenster,
so muss man fiir Messungen im Hauptfenster lediglich darauf achten, dass die Objektivvergro-
Berung richtig eingestellt ist (vgl. Abb. . Fiir weitere Erlauterungen zur Software beachte man
auch die zur Verfiigung gestellten pdf-Dokumente bzw. kann man ein solches Dokument mit
Hilfestellungen auch unter dem Reiter ,,Hilfe“ generieren.

3.6 Das Gesichtsfeld

Messung des Sehfeldes von Okular und Kamera und Vergleich mit den theoretischen Ergebnissen
Lit.: Anhang[C]

Das Gesichtsfeld oder Sehfeld bezeichnet den Ausschnitt der Préparatebene, der mit dem Okular
oder der Kamera betrachtet werden kann. In diesem Versuch sollen Sie die theoretisch berechneten
Sehfelder von Kamera und Okular aus Aufgabe [3.1] mit den Werten vergleichen, die Sie mit dem
Objekt- bzw. Okularmikrometer zum Einen und der Messsoftware zum Anderen praktisch bestim-
men. Des Weiteren vergleichen Sie das Sehfeld der Kamera mit dem Sehfeld des Okulares.

Aufgaben:

a) Messen Sie mithilfe des Kalibrierobjekttriagers (vgl. Abb.[5)) (auf diesem befindet sich mittig zwi-
schen den Kreisen ein kalibriertes Gitter (1 DIV bezeichnet dabei den kleinsten Strichabstand)
das Gesichtsfeld des Okulars bei den verschiedenen Vergroflerungen (ohne das 4x-Objektiv).
Fiir das 100x- und das 40x-Objektiv brauchen Sie das Okularmikrometer, das sich im linken
Okular befindet, nicht. Fiir das 10x-Objektiv miissen Sie es als ,Markierung” zur Hilfe neh-
men (Warum darf es aber nicht selbst zur Messung herangezogen werden?) Vergleichen Sie die
Ergebnisse mit den Ergebnissen aus Aufgabe

b) Vermessen Sie das Gesichtsfeld der Kamera mit der Messsoftware der Moticam fir alle Ob-
jektive (Achten Sie wieder auf das passende Werkzeug!). Vergleichen Sie mit den theoretisch
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Abbildung 8: Vermessung einer abgespeicherten Aufnahme (2). Die Vermessungswerkzeuge sind
mit denen des Livemodus identisch. Um richtige Werte zu erhalten, muss die bei der
Aufnahme verwendete Objektivvergroferung (1) richtig ausgewéhlt werden.

ermittelten Werten aus Aufgabe @

c¢) Vergleichen Sie abschlieend das Sehfeld der Kamera mit dem Okularsehfeld. Worin unterschei-
den sich diese mafigeblich? Erkldren Sie, durch welche Umstédnde (mehr als einen Aspekt!) der
Unterschied zustande kommt ( Hinweis: Die Form des Sensors und weitere Informationen kon-
nen Sie dem Datenblatt zur Kamera entnehmen: https: //moticeurope. com/en/moticam—1.|
\html (Motic, 2019a)).

3.7 Canyon im Objekttrager®

Untersuchung von Schirfentiefe und Kontrast anhand von Kratzern in einer Glasoberflache

Lit.: Anhang[D] und [F}

Als erstes Priaparat soll ein einfacher Objekttrager, auf den mithilfe eines scharfkantigen Gegenstan-
des deutliche linienférmige Kratzspuren aufgebracht wurden, betrachtet werden. Untersucht werden
soll der Einfluss der Aperturblende und der Objektivwahl auf die verschiedenen Eigenschaften der

optischen Abbildung.

Aufgaben:

a) Benennen Sie die Parameter der optischen Abbildung, die sich bei Verstellung der Aperturblende
verdndern und diskutieren Sie, wie diese Wirkungen zustande kommen.

b) Betrachten Sie den Kratzer zundchst mit gedffneter Aperturblende und dem 4-fach Objektiv.
Beschreiben Sie kurz das Aussehen des Kratzers unter dem Mikroskop.

c¢) Schlielen Sie die Aperturblende langsam. Beschreiben Sie, wie sich das Bild dadurch verédndert.

d) Wiederholen Sie den Vorgang mit dem 10-fachen Objektiv. Zeigen Sie durch Bilddokumentation
(Aufnahmen mit dem Softwareprogramm der Moticam anfertigen!), worin die Unterschiede
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zwischen gedffneter und geschlossener Aperturblende bestehen (Hinweis: lediglich zwei der in
a) genannten Parameter lassen sich bei diesem Versuch gut visualisieren und dokumentieren).

e) Erldutern Sie in einem Satz, weshalb die Aperturblende niemals zur Regulierung der Helligkeit

verwendet werden sollte.

3.8 Dickenbestimmung mit dem Mikroskop*

Messung der Dicke eines Deckglases
Lit.: Anhang[D]
Neben horizontalen Abmessungen kann man mit dem Lichtmikroskop auch vertikale Abmessungen

einer bestimmten Préparatstruktur bestimmen. Dazu dient die Skalierung am Feintrieb. Probeweise
sollen Sie so die Dicke eines Deckglases bestimmen.

Abbildung 9: Objekttrager mit Deckglas, das auf der Ober- und Unterseite mit zwei Folienstiften
unterschiedlicher Farbe markiert wurde. Dies dient zur Dickenmessung des Deckgla-
ses.

Aufgaben:

a) Préaparatvorbereitung: Markieren Sie die Ober- und Unterseite eine Deckglases mithilfe der
bereitgelegten Permanentmarker kreuzweise. Dazu markiert man die untere Deckglasfliche mit
einem Strich, der mit der Linie auf der oberen Deckglasfliche einen rechten Winkel einschlief3t.
Legen Sie das Deckglas auf einen Objekttrager (vgl. Abb. E[)

b) Beobachten und erkléaren Sie, welchen Einfluss die Wahl des Objektives und die Aperturblende
auf die Schérfentiefe haben. Dokumentieren Sie diese Aufgabe mit geeigneten Bildern!

¢) Begriinden Sie mit der vorigen Teilaufgabe, welches Objektiv und welche Einstellung der Aper-
turblende Sie fir die Dickenmessung des Deckglases verwenden. Bestimmen Sie mithilfe einer
Messreihe die Dicke des Deckglases. Dokumentieren Sie zum spéteren Vergleich die Werte am
Feintrieb, bei denen Ober- bzw. Unterstrich scharf erscheinen. (Fiir die Auswertung sollten Sie
sich die Dicke und die Brechzahl der Deckgléser notieren).

3.9 Luftblasen im Praparat*

Untersuchung der optischen und geometrischen Eigenschaften von Luftblasen und Skizzieren des
Strahlengangs

Lit.: Anhang[D] und [F].
In diesem Versuchsteil sollen Sie sich ein alltdgliches ,,Objekt*, das beim Verwenden von fliissig-

keitsgebundenen Praparaten zwischen Objekttrager und Deckgldschen immer wieder auftritt, ndher
betrachten und analysieren: Luftblasen.
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Aufgaben:

a) Praparatvorbereitung: GieBen Sie vorsichtig etwas kohlensdurehaltiges Wasser in den Erlen-
meyerkolben. Mithilfe der Pipette entnehmen Sie einige Tropfen und tréufeln diese auf einen
Objekttrager und legen ziigig das Deckgldschen auf. Arbeiten Sie ziigig, damit sich nicht das
komplette Gas schon wéhrend der Vorbereitung verfliichtigt. Achten Sie auf die Grofe der ent-
stehenden Luftblaschen, diese sollten zur besseren Betrachtung zumindest zum Teil im Durch-
messer kleiner als 1mm sein (vgl. Abb. . Zudem das Deckglidschen nur vorsichtig auflegen
(nicht andriicken), um die Form der Blasen nicht zu verdndern. Gegebenenfalls muss man nach
Auflegen des Deckgliaschens noch einige Minuten warten, bis sich die Blasen in ihrer endgiiltigen
Grofle ausgebildet haben.

Objekt (n=1,00)

Objekttrager (n=1,53)

Abbildung 11: Schematischer Strahlengang durch ein (rein imaginéres) in Wasser eingebettetes Préa-
parat mit Brechungsindex 1,00 unter Beriicksichtigung von Objekttréger und Deck-
glas, Querschnitt.

b) Untersuchen Sie die Luftblasen mithilfe der verschiedenen Objektive und unter Nutzung der
Aperturblende. Fokussieren Sie die Luftblasen dabei von unten nach oben durch, um die réum-
liche Geometrie derselben zu erfassen. Beschreiben und erkliren Sie, wie sich das Bild veréndert,
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wahrend Sie die verschiedenen Ebenen betrachten; deuten Sie dabei insbesondere die Erschei-
nungen am Rand der Luftblasen. Dokumentieren Sie Thre Beobachtungen durch geeignete Fotos
(Smartphone oder Moticam).

c¢) Skizzieren Sie eine Luftblase im Querschnitt. Skizzieren Sie auflerdem den Strahlengang durch
Einzeichnen von (ausreichend vielen, mindestens aber 5) parallelen Lichtstrahlen, die von unten
parallel zur optischen Achse einfallen. Beriicksichtigen Sie in der Skizze auch Objekttrager und
Deckglas mit deren Brechungsindizes (vgl. Abb. In dieser Abbildung ist natiirliche keine
Luftblase im Querschnitt dargestellt. Diese ist sicher anders geformt). Stellen Sie den Bezug zu
Thren Beobachtungen und der Skizze her (Welche Strahlen gelangen in das Objektiv und wie
verdndert sich das, wenn man die Objektive, die Aperturblende und die Hohe des Objektives
andert...7).

3.10 Osmose an lebenden Zellen*

Vermessung von epidermalen Zellen einer roten Zwiebel und Untersuchung osmotischer Prozes-
se anhand der Zellen. Messung der durchschnittlichen Schrumpfung bei Benutzung einer stark
salzhaltigen Losung

In diesem Versuch benutzen Sie das Mikroskop als Werkzeug, um einen physikalisch-chemischen
Prozess an lebendem biologischen Material zu beobachten: Die Osmose. Als Praparat nutzt man eine
handelsiibliche rote Kiichenzwiebel. Diese enthéalt Zellschichten, in denen die Zellen mit einem roten
Farbstoff angereichert sind. Dieser Farbstoff befindet sich in den Vakuolen. Diese Organe in pflanz-
lichen Zellen dienen zum Einen zum Speichern bestimmter Néhrstoffe fiir die Zelle, zum Anderen
sorgen sie dafiir, dass die Zellen ihre pralle Form behalten. Bei der roten Kiichenzwiebel nehmen
sie normalerweise fast den gesamten Raum in der Zelle ein. Lediglich ein schmaler Streifen Zellplas-
ma verbleibt zwischen Zellwand und Vakuolenmembran, in dem auch der (ungefiarbte) Zellkern liegt
(vgl. Abb. . Die Zellwand ist fiir Wasser, Ionen und andere Néhrstoffe bis zu einer bestimmten

Vakuole Vakuolepmembran

Zellwand

Abbildung 12: Schematische Zwiebelzelle im Querschnitt. Die Vakuole fiillt annéhernd den gesam-
ten Raum innerhalb der Zellwénde aus. Die Zellwand ist schwarz dargestellt.

Grofle durchléssig, die Membranen des Zellplasmas und der Vakuole hingegen sind nur fir Wasser
unbeschrankt durchléssig, der Transport anderer Substanzen muss tiber bestimmte sogenannte Trans-
portproteine erfolgen und ist im Allgemeinen nicht moglich. Dies hat eine wesentliche Konsequenz,
wenn man diese Zellen in eine Salzlosung gibt, wie sich in folgendem Versuch zeigen wird.

Aufgaben:
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a) Definieren Sie den Begriff der Osmosel!
b) Praparatvorbereitung:

1. Man lege einen Objekttrager bereit, auf dem man mit einer Pipette einige Tropfen Lei-
tungswasser gibt (hier reichen 4-5 Tropfen aus).

2. Das von den Betreuenden zur Verfiigung gestellte Praparat der roten Zwiebelhaut wird
mit einer Pinzette vorsichtig auf den vorbereiteten Objekttriger gelegt.

3. Mit der Pinzette wird ein Deckglas in flachem Winkel angelegt und vorsichtig auf den
Wasserfleck mit den Zwiebelstiickchen gelegt (damit wird die Entstehung von Luftblasen
vermieden). Falls sich jetzt unter dem Deckglas noch ein gréfierer Bereich mit Luft befindet,
kann man mit der Pipette noch einige Tropfen Wasser am Rand hinzugeben. Das Priaparat
ist nun fertig zur Betrachtung unter dem Mikroskop.

¢) Vermessen Sie die gefiarbten Zwiebelzellen (nur die obere Zellschicht! Darunter liegende Zell-
schichten haben gegebenenfalls andere Abmessungen) mithilfe der Moticam und der Begleitsoft-
ware ,Motic Images Plus®. Machen Sie dazu eine Ubersichtsaufnahme mit dem 10x-Objektiv
und ermitteln Sie daran den durchschnittlichen Wert fiir Lénge x Breite der Zwiebelzelle (neh-
men Sie also vereinfachend an, dass die Zelle die Form eines Rechtecks hat).

d) Erldutern Sie kurz, wie der Eindruck entsteht, dass der (hellere, runde) Zellkern inmitten der
Vakuole liegt (kurze Erinnerung: Abbildung .

e) Plasmolyse: Im Folgenden sollen an den gefarbten Zwiebelhdutchen osmotische Prozesse be-
obachtet werden (man bezeichnet den Vorgang auch als Plasmolyse).

Abbildung 13: Durchziehen von Salzlosung durch das Praparat. Auf der einen Seite der Deckglas-
begrenzung wird mit einer Pipette Salzlosung auf den Objekttriager getropft, auf
der anderen Seite mit einem saugfihigen Papiertuch (besser noch eignet sich ein Ta-
schentuch) Fliissigkeit aufgesaugt (linkes Bild). Falls das Tuch nicht so saugféhig ist,
noch einige Momente am Préparat lassen (rechtes Bild).

Dazu gehen Sie wie folgt vor:
1. Bereiten Sie mithilfe einer Waage aus den Praktikumsséilen aus destilliertem Wasser und
Natriumchlorid eine 10%-ige Kochsalzlésung zu.

2. Tropfen Sie an den Rand des Deckgldschens Kochsalzlésung und ziehen Sie die {iberschiis-
sige Fliissigkeit wihrenddessen mit einem saugfihigen Papier (Taschentuch) unter dem
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Deckglas hindurch (vgl. Abb. . Tropfen Sie danach auf der gegeniiberliegenden Seite
des Deckgléschens ebenfalls Salzlosung auf und halten Sie das Papier zum Absaugen auf die
andere Seite. Insgesamt sollte mit einigen Millilitern durchgespiilt werden, um alle Zellen
mit der Salzlosung in Kontakt zu bringen.

3. Betrachten Sie das Prédparat nun sofort unter dem Mikroskop. Wenn Sie fiir eine ldngere
Zeit hinsehen, konnen Sie den osmotischen Prozess beobachten. Lassen Sie das Salzwas-
ser 5 Minuten einwirken. In der Zwischenzeit konnen Sie iiber die nichste Teilaufgabe
nachdenken.

f) Schéitzen Sie durch Verwendung der Messsoftware ab, welchen prozentualen Anteil die gefirb-
te Vakuole nach der 5-miniitigen Wartezeit von der gesamten Zelle einnimmt. Dazu kénnen
Sie ndherungsweise annehmen, dass die Vakuole zuvor die gesamte von der Zellwand begrenz-
te Flache ausgefiillt hat. Geben Sie ebenfalls die prozentuale Verdnderung an. Legen Sie Ihre
Rechnung nachvollziehbar dar (Bei dieser Messung sollten Sie wiederum eher die randstédndigen
Zellen betrachten, da diese vollstdndig von der Salzlésung umspiilt werden konnten). Vermes-
sen Sie mehrere Zellen mithilfe des Werkzeuges ,,Polygonzug® (Durch zweimaliges Klicken auf
denselben Punkt wird das entsprechende Polygon fertiggestellt).

g) Deplasmolyse: Da es sich um lebende Zellen handelt, ist der beobachtete Prozess reversibel
(sofern die Zellen durch die Kochsalzbehandlung keinen irreparablen Schaden davongetragen
haben). Davon kénnen Sie sich nun iiberzeugen: Geben Sie mit einer frischen Pipette einige
Tropfen destilliertes Wasser auf den Objekttrager an den Rand des Deckglaschens und ziehen
Sie dieses wiederum mit einem Taschentuch durch das Prédparat (gleiches Vorgehen wie in
Abbildung . Beobachten Sie den Prozess sofort unter dem Mikroskop!

h) Beschreiben und erkliren Sie die Prozesse, die Sie bei der Plasmolyse und der Deplasmolyse
beobachtet haben. Benutzen Sie dabei die Fachbegriffe hyperosmotisch, hypoosmotisch, osmo-
tischer Druck und Gleichgewichtszustand. Welche fundamentale physikalische Gréfie kann als
Triebkraft der Osmose angesehen werden?

i) (freiwillige Zusatzaufgabe) Bereiten Sie nun eine 5%-ige und eine 15%-ige Kochsalzlosung zu und
ziehen sie diese durch das Zwiebelpraparat. Vergleichen Sie die Auswirkungen der verschiedenen
Salzkonzentrationen auf die Zwiebelzellen.

3.11 Die Beleuchtungsapertur und die numerische Apertur*

Darstellung des Offnungswinkels der Kondensorapertur und des Objektives durch Fluoreszenzef-
fekte und Messung der numerischen Apertur eines Objektives. Untersuchung von Feinststruktu-
ren im Bereich der Wellenlange des sichtbaren Lichts mithilfe der Immersionsmikroskopie und
Berechnung des theoretisch bendtigten Auflosungsvermogens

Lit.: Anhang[B] und [F]

An dieser Stelle befassen Sie sich mit dem Herzstiick eines jeden guten Mikroskops: Den Objekti-
ven. Die Qualitat eines Mikroskops steht und féllt mit den verbauten Objektiven. Schliefflich sind
diese nicht nur ausschlaggebend fiir die Vergroflerung, sondern von ihren Eigenschaften héngt auch
das Auflésungsvermogen des Mikroskops ab. Zunéchst sollen Sie sich ein reales Bild von der nu-
merischen Apertur, aber vor allem auch von der Beleuchtungsapertur machen. Fiir diesen ersten
Versuchsteil sollte es so dunkel wie moglich sein. Im zweiten Teil messen Sie die numerische Apertur
des 10x-Objektives quantitativ. Zuletzt konnen Sie anhand von Praparaten von Kieselalgen das Auf-
l6sungsvermogen des Mikroskops praktisch austesten.

Aufgaben:

Fiir die Teile a) und b) sollte es moglichst dunkel sein!

a) Legen Sie bei eingeschwenktem 4 x-Objektiv zwei Kiivetten, die mit der Natriumfluorescinlésung
gefiillt sind, quer auf den Objekttisch, sodass die klare Seite jeweils zu Thnen zeigt (vgl. Abb.
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Abbildung 14: Die Kiivetten mit der Fluoreszinlosung werden so auf den Objekttisch gelegt, dass

die klare Seite von vorne sichtbar ist. Um den Offnungswinkel der Objektive zu un-
tersuchen, miissen diese so nah wie moglich an die Kiivette gebracht werden.

14]). Drehen Sie nun am Regler die Helligkeit auf und verédndern Sie die Aperturblende, indem
Sie diese abwechselnd 6ffnen und schliefen. Fiihren Sie dies auch fiir die Leuchtfeldblende durch
(dabei am Besten die Aperturblende so weit wie moglich schlieflen) und erlautern Sie Thre
Beobachtungen. Gehen Sie auch kurz auf den Prozess der Fluoreszenz ein und begriinden Sie,
warum das zuvor unsichtbare Licht der Beleuchtungasapperatur mit diesem Aufbau fir das
Auge sichtbar wird.

Verdndern Sie nun den Feintrieb so, dass sich das 4x-Objektiv so nah wie mdoglich an der Kii-
vettenoberflache befindet, diese jedoch nicht berithrt (vgl. Abb. . Schalten Sie das Mikroskop
aus, und ziehen Sie vorsichtig ein Okular aus dem Mikroskoptubus. Leuchten Sie nun mit einer
lichtstarken Taschenlampe (liegt am Versuchsplatz) in die Okularéffnung hinein. Wiederholen
Sie dies fiir das 10x- und das 40x-Objektiv (wichtig ist, dass Sie den Abstand zwischen Ob-
jektiv und Kiivettenoberfliche minimieren, wie in Abb. [14] gezeigt). Notieren und erldutern Sie
wiederum Thre Beobachtungen.

Achten sie am Ende darauf, dass in das Mikroskop wieder das Okular eingesetzt und das Mikro-
skop auf das 10x-Objektiv gekohlert wird (besonders nach Verstellung der Leuchtfeldblende).

Schalten Sie das Mikroskop fiir diesen Versuchsteil aus. Nun soll die numerische Apertur nicht
nur qualitativ, sondern auch quantitativ gemessen werden. Dies erfolgt anhand einer einfachen
trigonometrischen Uberlegung, die in Abbildung dargestellt wird. Liegt die Scharfenebene in
einer bestimmten Hohe und kann man in einer darunterliegenden Ebene eine horizontale Strecke
[AB] vermessen, so kann man den Offnungswinkel bestimmen. Die Linge von [AC] ermittelt
man durch Scharfstellen auf die Oberseite eines Gegenstandes, dessen Dicke man weifl oder be-
stimmen kann (in unserem Fall kann die Dicke des Wiirfels mit einem Messschieber bestimmt
werden). Die numerische Apertur soll exemplarisch nur mit dem 10x-Objektiv bestimmt wer-
den. Die Strecke [AB] hingegen wird durch Abnehmen des Okulars und Durchblicken durch den
Tubus bestimmt. Legen Sie zunéchst einen mit Millimeterpapier beklebten Objekttrager auf
und platzieren Sie auf diesem einen undurchsichtigen Wiirfel. Stellen Sie nun auf die Oberseite
des Wiirfels scharf (hier durch ein Kreuz gekennzeichnet). Dazu miissen Sie die Oberseite mit
einer externen Lichtquelle beleuchten (vgl. Abb.[16). Nach dem Fokussieren darf die Hohe
des Objekttisches nicht mehr verstellt werden!

Entnehmen Sie vorsichtig den Wiirfel und beide Okulare aus der Tubusfassung. Blicken Sie in
den offenen Tubus und lesen Sie anhand des Millimeterpapiers den gesamten iiberblickbaren
Bereich ab (dies darf nicht als Sehfeld bezeichnet werden, da es sich nicht um die zuvor einge-
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Abbildung 15: Die Bestimmung der numerischen Apertur (hier fiir 2 Objektive) erfolgt durch die
Vermessung der beiden Strecken [AC] und [AB]. Durch einfache trigonometrische
Umformung kann der Offnungswinkel und die N.A. bestimmt werden (Gerlach

1971b, S.187).

Abbildung 16: Zur Bestimmung der numerischen Apertur wird zunéchst auf die Oberfliche fokus-
siert (1). Diese wird von extern beleuchtet (2). Danach wird der Wiirfel und das
Okular entnommen und der {iberschaubare Bereich des durch Millimeterpapier ge-
kennzeichneten Objekttragers bestimmt (3). Zum Markieren kann ein Stift (4) ver-
wendet werden.
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stellte Praparatebene handelt). Sie kénnen einen Stift zur Hilfe nehmen und beim Durchblicken
durch den Tubus die Rénder des sichtbaren Ausschnittes so gleichzeitig markieren. Berechnen
Sie fiir das 10x-Objektiv die numerische Apertur und vergleichen Sie mit dem auf dem Objektiv
aufgedruckten Wert.

(freiwillige Zusatzaufgabe, Teil I) Nun konnen Sie das Auflésungsvermogen der verschiedenen
Objektive anhand verschiedener Kieselalgenpriparate austesten. Im Préparatkasten befinden
sich Préaparate von Pleurosigma angulatum, Surirella gemma und Triceratium pentacrinus. Be-
obachten Sie die Praparate dazu unter den verschiedenen Objektiven und stellen Sie fest, mit
welchem Objektiv sie die feinen Préaparatstrukturen jeweils erkennen. Bei Pleurosigma angula-
tum und Surirella gemma miissen Sie mit dem 100x-Objektiv arbeiten. Dabei miissen Sie Im-
mersionsol verwenden, um die Feinstruktur auflésen zu kénnen. Dazu geben Sie wenige Tropfen

Abbildung 17: Immersionsmikroskopie. Links: Zunéchst werden wenige Tropfen Immersionsdl auf

das Praparat gegeben. Mitte: Danach wird das 100x-Objektiv auf den Oltropfen ge-
senkt. Rechts: Die Reinigung von Objektiv und Praparat erfolgt mit Handschuhen,
frischen Mikrofasertiichern und reinem Alkohol.

vom Immersionsol auf das Priparat, das Sie untersuchen wollen (der jeweilige Ausschnitt ist
mit einem schwarzen Kreis markiert (vgl. Abb. Links)), legen das Préaparat ein (der Ob-
jekttisch sollte sich dazu zunichst in der untersten Stellung befinden), und schwenken
auf das 100x-Objektiv um. Betétigen Sie solange behutsam den Feintrieb, bis sich die Ob-
jektivoffnung vollstdndig im Immersionsol befindet (vgl. Abb. Mitte). Zwischen Préparat
und Objektivlinse sollte sich keine Luft mehr befinden. Jetzt konnen Sie fokussieren (dies kann
bei diesem Objektiv etwas linger dauern - seien Sie etwas geduldig). Machen Sie Aufnahmen
fir die spatere Vermessung. Ziehen Sie danach Handschuhe an und reinigen das Objektiv und
Préparat zunéchst mit einem trockenen Mikrofasertuch und danach gegebenenfalls mit etwas
reinem Alkohol. Achten Sie darauf, dass weder Ol noch Alkohol in die Fuge der Ob-
jektivfassung gelangt (vgl. Abb. rechtes Bild, weifler Ring).

freqwillige Zusatzaufgabe, Teil II: Vermessen Sie die aufgeloste Feinstruktur. Bestimmen Sie
dafiir den ,Gitterabstand“ und die theoretisch benétigte numerische Apertur, um diese feinen
Strukturen auflésen zu kénnen. Hinweis: Die Farbtemperatur der eingebauten LED betragt laut
Hersteller 5500K .

3.12 Polarisationsmikroskopie*

Untersuchung von verschiedenen kristallinen Strukturen auf doppelbrechende Eigenschaften

Lit.:

Anhang [G]

Sie sollen nun ein spezielles Mikroskopierverfahren zur optischen Kontrastierung ausprobieren: Die
Polarisationsmikroskopie. Dazu wurde in den Strahlengang des Mikroskops bereits ein Linearpolari-
sator, der ausschliefllich Licht einer bestimmten Schwingungsebene durchlésst, eingebaut. Ein zweiter
Filter wird oberhalb der Kollektorlinse eingebaut. Dazu miissen Sie die Abdeckung oberhalb der
Leuchtfeldblende (vgl. Abb. abschrauben und durch den Polarisationsfilter ersetzen. Legen Sie
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diesen so auf, dass man ihn beliebig verdrehen kann (vgl. Abb. .

Abbildung 18: Aufriistung zum Polarisationsmikroskop. Die abgeschraubte Kollektorabdeckung
wird durch einen drehbaren Polarisationsfilter ersetzt. Der andere Filter ist bereits
oberhalb der Tubuslinse eingebaut.

Aufgaben:

a) Begriinden Sie, warum man fiir die Polarisationsmikroskopie zwei Filter benotigt.

b) Betrachten Sie nun das auskristallisierte NaCl, die auskristallisierte Saccharose und die aus-
kristallisierte Zitronenséure (siche Nummerierung im Priparatkasten) unter dem Polarisations-
mikroskop. Drehen Sie dazu den Polarisationsfilter in verschiedene Richtungen. Hinweis: Die
Kristallstruktur bildet sich nicht {iberall gleichmé8ig aus. Die kristallinen Strukturen finden Sie
am zuverlassigsten am Rand des Deckglaschens.

¢) Beschreiben und erldutern Sie Thre Beobachtungen (gehen Sie auch auf das Zustandekommen
der Interferenzfarben ein). Unterscheiden Sie aufgrund Ihrer Beobachtungen zwischen optisch
isotropen und anisotropen Materialien.

3.13 Versuch zum Auflésungsvermogen des Mikroskops*

Lit.: Anhang

Zur qualitativen Untersuchung des Auflésungsvermégens des Mikroskops dient folgender Versuchsauf-
bau:
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Abbildung 19: Bestimmung des Auflésungsvermogens

AAAAASA LS,

Auf dem Mikroskop ist ein Diskussionstubus mit zwei Binokularaufsitzen montiert. In einem Tu-
bus des Binokularaufsatzes steckt ein normales Mikroskopokular, mit dem die Zwischenbildebene
(,sekundéares Bild“) beobachtet wird. In dem zweiten Tubus steckt ein Hilfsmikroskop, das auf die
Brennebene des Mikroskopobjektives, also die Ebene des ,,priméren Bildes“, eingestellt wird.

Justage der Anordnung;:
Wenn nicht anders beschrieben, werden alle Schritte ohne Objekt im Strahlengang durchgefiihrt.

— Mithilfe der planen Seite des Beleuchtungsspiegels wird das Licht der Mikroskoplampe bei eng
gestellter Irisblende 1 in das Objektiv des Mikroskops gelenkt.

— Bei geoffneter Irisblende 2 stelle man nun das Hilfsmikroskop so ein, dass man damit das Bild
der Irisblende 1, das in der Ebene der Irisblende 2 entsteht, scharf sehen kann.

— Anschliefend wird Blende 2 verengt und der Spiegel so gekippt, dass das Blendenbild zentriert
in der Blenden6ffnung erscheint.

— Nach erneuter Offnung von Blende 2 wird nun das Objekt (Gitter mit Gitterkonstante 0,01 mm)
unter das Mikroskop gelegt und darauf scharf gestellt.

Jetzt kann der Einfluss von numerischer Apertur und Wellenldnge des verwendeten Lichts auf das
Auflésungsvermogen studiert werden.

Abbildung 20: Beugungsbilder

Vor die Irisblende 1 wird der rote Farbfilter gesetzt. Ein Blick durch das Hilfsmikroskop zeigt die
Beugungsbilder der Lichtquelle in nullter, erster und — je nach Apertur des verwendeten Objektivs
— in weiteren Ordnungen (Abb. [20). Durch das Okular ist nun die Struktur des Gitters gut sicht-
bar. Engt man Blende 2 langsam ein, verschwindet ab einem bestimmten Punkt die Gitterstruktur.
Die Betrachtung des priméren Bildes durch das Hilfsmikroskop zeigt, dass dies genau dann der Fall
ist, wenn die Beugungsbilder erster Ordnung durch die Blende ,,abgeschnitten* werden. Denn dann
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gelangt keine Information iiber die Gitterkonstante mehr in das Mikroskop. Der Einfluss der Wellen-
lange wird beobachtet, indem man Blende 2 bei Verwendung des roten Filters so weit schliefit, dass
die Struktur des Objekts gerade eben verschwindet. Nach dem Wechsel auf den grinen Filter, ist die
Struktur wieder sichtbar.

Bei Problemen mit der Justierung und/oder Durchfithrung dieses Versuchsteils ist der Betreuer um
Hilfe zu bitten.
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A Die Vergroflerung eines Mikroskops

A.1 Endlicher Strahlengang

ob i ob i t ok

Gl (B a\
| : | B) Zb i

Ob E E Ok

Abbildung 21: Schematischer Strahlengang im Lichtmikroskop mit Endlich-Optik. Vom Objekt G
entsteht durch die Objektivlinse Ob in der Brennebene des Okulars Ok ein reelles
Zwischenbild Zb. Ok erzeugt paralleles Licht, das nunmehr unter dem gegeniiber
stark vergroflerten Winkel « in das vollig entspannte Auge A gelangt.

Wenngleich es nicht der einzige Parameter ist, so ist die Vergréflierung doch eine der wesentlichen
Kenngroflen fiir ein Mikroskop. Die Vergroflerung V' eines optischen Instruments berechnet sich durch
deren Winkelvergrofierung. Entscheidend ist also der Winkel, unter dem das Licht mit («) und ohne
(o) dieses Instrument in das Auge fallt:

tan o

V= (2)

tan ag

Den Winkel o kénnen wir aus Abbildung [21] ablesen:

Zb
fok

Ohne optisches Instrument kann man einen Gegenstand natiirlich umso gréfler sehen, je ndher man
ihn vor das Auge fiihrt (auch hier vergrofiert sich der Winkel, unter dem das Auge den Gegenstand
sieht). Dies hat jedoch eine Grenze, jenseits derer das menschliche Auge nicht mehr im Stande ist, auf
das Objekt zu fokussieren. Dieser minimale Abstand wird als deutliche Sehweite sy bezeichnet und
ist natiirlich individuell verschieden. Als Durchschnittswert wurde so = 25cm festgelegt. Betrachtet
man das Objekt also allein mit dem Auge, so ergibt sich fiir den Sehwinkel:

(3)

tana =

tan ag = E (4)
50
An dieser Stelle sei kurz erwdhnt, dass in diesem Kontext sowohl G als auch Zb fiir die vertikalen
Abmessungen des Objekts bzw. des Zwischenbildes beziiglich der optischen Achse stehen (und damit
sind dies eindimensionale Grofen). Damit ergibt sich fiir die Vergrofierung
Zb S0
V=—. = 5
fok G ( )
Um diese Gleichung weiter vereinfachen zu kénnen, benotigt man einen Ausdruck fiir G und Zb. Den
Quotienten % bezeichnet man als Abbildungsmafistab I". Mithilfe von Abbildung|21|und trigonome-
trischen Uberlegungen kénnen wir dies erreichen: Es gilt sowohl (indem man das Objekt G gedanklich
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in die Ebene des Objektives verschiebt)

G
tan 8 = — 6
b=+ (6)
als auch
Zb
tanﬁ = T (7)
Demnach ist der Abbildungsmafistab durch
Zb t
N=—=— 8
G T )

gegeben. Damit ist ein Ausdruck fiir die Gesamtvergréfierung gefunden:

t'SQ
fok : fob

Kennt man also die Brennweiten des Objektives und des Okulars und die optische Tubuslédnge des
Mikroskops so kann man die Vergréflerung berechnen. Vereinfacht ergibt sich die Gesamtvergréflerung
als Produkt der beiden EinzelvergréBerungen von Objektiv

V =

9)

Voo =T (10)
und Okular
S0
Vo = -2 11
E= (11)

Die Tubuslénge ist eine unverdnderliche Grofle, was einige Nachteile mit sich bringt: Will man bei-
spielsweise (temporir) weitere optische Bauteile wie z.B. Phasenringe, Filter, oder Strahlteiler in den
Strahlengang zwischen Objektiv und Okular bringen, so ist dies bei einer von vornherein festgelegten
Tubuslange nicht méglich.

Eine Alternative bieten Mikroskope mit einer Unendlich-Optik, wie sie auch beim Panthera CC ver-
wendet wird.

A.2 Unendlich-Optik

Das entscheidende Merkmal eines Mikroskops mit unendlicher Optik ist -wie der Name bereits anklin-
gen ldsst- ein paralleler Strahlengang hinter der Objektivlinse. Damit ist es rein theoretisch méglich,
den Abstand zwischen Objektiv und Okular beliebig zu variieren. Allerdings kann durch paralleles
Licht natiirlich kein reelles Zwischenbild entstehen. Dem wirkt man dadurch entgegen, dass man ei-
ne weitere Sammellinse, die sogenannte Tubuslinse, in den Strahlengang bringt. Diese biindelt das
parallele Licht in ihrem bildseitigen Brennpunkt und erzeugt so das reelle Zwischenbild, das mit dem
Okular als Lupe betrachtet werden kann (Volgger & Lichtscheidl, |2008e)). Auch hier soll der Strah-
lengang skizziert werden und so die Vergréfierung hergeleitet werden. In Abbildung [22] erkennt man
den wesentlichen Unterschied zu Abbildung sofort: Hinter dem Objektiv Ob verlduft das Licht
parallel. Dies wird erreicht, indem man das Objekt G in der Brennebene des Objektives positioniert.
Durch die Tubuslinse wird das parallele Licht gebiindelt; in ihrer Brennebene treffen sich die Strahlen
zum (wieder seitenverkehrten) reellen Zwischenbild. Fiir die genaue Konstruktion des Schnittpunktes
der beiden Lichtstrahlen (II) und (IIT) muss man sich jedoch eines Tricks bedienen: Man skizziert
einen weiteren Strahl (I), der zu (IT) und (III) parallel ist. Diesen legt man so, dass er durch den
Mittelpunkt der Tubuslinse T1 geht und somit durch diese nicht abgelenkt wird. Der Schnittpunkt
von (I) mit der Brennebene der Tubuslinse markiert die Pfeilspitze des Zwischenbildes Zb; (II) und
(III) konnen jetzt mit diesem Punkt verbunden werden. Mithilfe des Winkels «, den die parallelen
Strahlen (I), (II) und (III) mit der optischen Achse einschliefien, kann der Abbildungsmafistab I’
berechnet werden:

_ Zb tan(a) - fri I

: G tan(a)-fo,  fob

(12)
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Abbildung 22: Bei einer Unendlich - Optik verlduft das Licht hinter der Objektivlinse Ob parallel
(LILIID). Durch eine weitere Sammellinse (Tubuslinse T1) wird das reelle Zwischen-

bild Zb in der Brennebene von T1 erzeugt. Mit dem Winkel o berechnet man den
Abbildungsmafistab des Objektives.

In Abbildung 22| wurde die weitere Bildgebung durch das Okular weggelassen, da es der in Abbildung
entspricht. Auch die Okularvergréfierung wird wie in Gleichung [11] berechnet. Somit ergibt sich
fir die Gesamtvergroflerung aus Objektiv und Okular geméfl GI. [2| ff.:

1 s0 S0 fri fri-so
V=T V=V Vg — = 0. 20 Jr_ Jrirs 13
g RNV T fon fok S0 Jfob- fox (13)

An dieser Stelle muss auf einen kleinen, aber wichtigen Unterschied zwischen den beiden hergeleiteten
Vergroflerungen hingewiesen werden: In beiden Féllen ist diese das Produkt aus Abbildungsmafistab
und der Lupenvergroferung des Okulars (Die Lupenvergroerung bezieht sich immer auf den Fall
einer vergrofernden Abbildung, bei der paralleles Licht erzeugt wird, der Gegenstand also in der
Brennebene der entsprechenden Linse platziert wird). Im Fall einer endlichen Tubusléinge ist dieser
Abbildungsmafisstab mit der Objektivvergréfierung dquivalent. Im Unendlich-Strahlengang hingegen
kann man fiir die Objektivvergroflerung nur seine Lupenvergroflerung verwenden, da sich das Objekt
in der vorderen Objektivbrennebene befindet und so vom Objektiv zunéchst kein reelles Zwischenbild
erzeugt wird. Das parallele Licht wird aber von der Tubuslinse wieder gebiindelt (aus dem ,unend-
lich“ grofien Bild wird wieder ein endliches Zwischenbild), die Tubuslinse verkleinert gewissermafen.
Daher setzt sich die Gesamtvergréflerung aus dem Produkt der Lupenvergréerung von Objektiv und
Okular zusammen, dividiert durch die Lupenvergroflerung der Tubuslinse. Anders formuliert setzt
sich der Abbildungsmaflstab aus Lupenvergréfferung von Objektiv- und Tubuslinse zusammen. Ver-
gleicht man nun den schlussendlich erhaltenen Ausdruck fir die Vergréfierung mit dem aus Gleichung
O so fillt auf, dass die Brennweite der Tubuslinse fr; der optischen Tubuslinge ¢ aus Gleichung
O] entspricht. Bei Mikroskopen mit Unendlich-Optik ist auf den Objektiven die Mafstabszahl auf-
gedruckt (und trotz dieses feinen Unterschiedes wird sie stets als Objektivvergroferung bezeichnet
(so auch im Folgenden)). Dass diese Optik wirklich von der Tubusldnge unabhéngig ist, sieht man
in Abbildung Hier wurde die Tubuslinse an zwei verschiedene Positionen platziert. Der einzige
Unterschied zwischen den beiden Strahlengéngen besteht darin, dass das Zwischenbild genau um die
Strecke naher in Richtung Objektiv riickt, um die die Tubuslinse ebenfalls in jene Richtung verscho-
ben wurde. Die Zwischenbildgréfle, die mafigeblich fir die Gesamtvergréflerung ist, bleibt in beiden
Féllen gleich (Gokel, [1988] S.24).
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Abbildung 23: Verdndert man bei einer Unendlich-Optik den Abstand zwischen Objektivlinse Ob
und Tubuslinse T1 (griiner bzw. blauer Strahlengang), so ist das Zwischenbild Zb
lediglich entlang der optischen Achse verschoben; die Gréfle von Zb und damit der
Abbildungsmafstab bleiben gleich.

B Auflésungsvermogen und numerische Apertur

Abbildung 24: Auflésungsvermdgen bei gleicher Gesamtvergroflerung und unterschiedlicher
Objektiv- bzw. Okularvergrofierung an einem gleichen Préaparat (gefirbter Bakte-
rienausstrich), links: 100x-Objektiv und 10x-Okular, rechts: 40x-Objektiv und 25x-

Okular S.145).

Dass die Vergrolerung eines Mikroskops alleine noch keine Aussagekraft hat, sieht man bei einem
einfachen Experiment: Man betrachte dasselbe Objekt einmal mit einem Objektiv der Vergréflerung
100 und einem Okular der VergréBerung 10, und im anderen Fall unter einer Objektivvergrofferung
von 40 und einer Okularvergréfierung von 25. Wie in vorigem Kapitel hergeleitet, ergibt sich die
Gesamtvergréflerung als Produkt der beiden Einzelvergrofierungen. In beiden Féllen ergibt sich eine
1000-fache Vergroflerung. Trotzdem sind die Ergebnisse unterschiedlich, wie man es exemplarisch an
einem Bakterienausstrich in Abbildung[24]erkennt. Im linken Bild (100x-Objektiv) sind die Bakterien
als getrennte Individuen dargestellt; sie sind aufgelost. Demgegeniiber verschwimmen die einzelnen
Staphylokokken rechts (40x-Objektiv) zu einer Gesamtheit; sie sind nicht mehr aufgelost. Obwohl
die Gleichung [ fiir die beiden Optikkombinationen das gleiche Resultat liefert, gibt es doch einen
entscheidenden Unterschied: Die Auflésung. Sie macht eine Aussage iiber den Informationsgehalt,
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der bei einer optischen Abbildung an das Bild iibertragen wird: Je hoher dieser ist, desto besser
ist auch die Auflésung. Dabei ist das Licht der Informationstrager; modellhaft werden die Photonen
mit Informationen beladen, wahrend sie sich durch das Objekt bewegen. Je mehr man tiber das
Objekt wissen will, desto mehr von diesen informationsbeladenen Photonen miissen an der Abbildung
teilhaben. Damit das Licht vom Objekt zum Auge gelangt, muss es jedoch erstmal die optischen
Bauteile des Mikroskops passieren. Das erste Bauteil ist dabei das Objektiv: Das Auflésungsvermogen
wird dadurch begrenzt, wie viel des vom Objekt insgesamt ausgehenden Lichts in das Objektiv gelangt.
Dabei gilt: Was das Objektiv nicht leistet, kann das Okular auch nicht mehr retten (Gerlach) (1985,
S.27 f.). Dieses Modell zeigt, dass Vergrofierung und Auflgsung zwei vollig unterschiedliche Konzepte
sind; und die Gesamtvergroferung allein, mag sie auch noch so grof sein, kann keinen Riickschluss
auf die Qualitat des Mikroskops zulassen. Wir betrachten im Folgenden zwei Konzepte zur Herleitung
des Auflésungsvermogens. Beiden ist gemein, dass sie die Strahlenoptik verlassen und wellenoptische
Phanomene zur Erklarung bemiihen.

B.1 Auflésungsvermogen nach Abbe

Die Grundlage fiir die abbesche Theorie sind Beugungseffekte. Als einfaches exemplarisches Objekt
kann man sich ein Gitter bestimmter Gitterkonstante vorstellen. Hinter dem Gitter kommt es dann zur
Ausbildung von Beugungsmaxima durch konstruktive und destruktive Interferenz. Erklaren ldsst sich
dies mit dem Huygensschen Prinzip, nach dem jeder Punkt einer ebenen Wellenfront Ausgangspunkt
einer neuen kugelférmigen Elementarwelle ist. Fresnel erweiterte dieses Prinzip, indem er feststell-
te, dass sich der Schwingungszustand in einem Punkt durch die Superposition aller in diesem Punkt
eintreffenden Elementarwellen (unter Beriicksichtigung der Phase) ergibt. Vereinfacht: Trifft ein ,,Wel-
lenberg® auf einen ,Wellenberg®, so kommt es zur maximalen Verstirkung (konstruktive Interferenz);
trifft ein ,,Wellenberg® auf ein ,Wellental“, so 16schen sich die beiden Elementarwellen aus. Platziert
man also hinter dem Gitter einen Schirm, so sieht man, wie sich auf diesem Maxima und Minima
abwechseln. Die Information des Objektes ist nach Abbe in den Maxima gespeichert. Je mehr Maxima
also durch das Objektiv ,eingefangen* werden und so in den Strahlengang des Mikroskops gelangen,
desto hoher ist der Informationsgehalt des Bildes. Entscheidend dafiir ist der Offnungswinkel des
Objektives, den man auch als Aperturwinkel bezeichnet. Je grofler dieser ist, desto mehr Maxima
erreichen das Objektiv bei festem Gitterabstand. Die Auflésungsgrenze erreicht man, wenn die Infor-
mationen des ersten Maximums gerade noch die Objektivoffnung erreichen. Anders herum: Gelangen
keine Informationen iiber das erste Maximum mehr in das Mikroskop, so kann es das betrachtete
Gitter auch nicht mehr auflésen (Volgger & Lichtscheidl, 2008a). In Abbildung [25( wird dieser Sach-
verhalt veranschaulicht: Auf der linken Seite ist die Beugung an einem Gitter G mit Gitterabstand
x dargestellt. Die beiden gelben Linien stehen fiir die Distanz, die die Kugelwellen von den beiden
Gittero6ffnungen bis zum Schirm zuriicklegen. Das erste Maximum Max I entsteht auf dem Schirm S
dort, wo der Gangunterschied s zwischen den beiden Wegen genau eine Wellenldnge A\ betrédgt. Der
Winkel v, unter dem das erste Maximum auftritt, ist dann gegeben durch:

siny = A (14)
x

Der halbe Offnungswinkel des Objektives Ob ergibt sich hingegen zu

0 D
N - — 2 15
sin o » (15)
Dabei beschreibt D die Breite der Objektivoffnung (in Abb. dient die Linsenbegrenzung als Ob-
jektivoffnung). Um das Gitter auflésen zu konnen, miissen wie bereits beschrieben die beiden Winkel
~v und g und damit auch deren Sinus libereinstimmen:

0 A
sin 5= siny = - (16)
Somit gilt fiir den kleinstmoglichen gerade noch auflésbaren Abstand zwischen zwei Punkten:
A
T=—7 (17)
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Abbildung 25: Links: Bei der Beugung am Gitter G mit dem Gitterabstand x tritt das erste Ma-
ximum (Max I) auf dem Schirm S unter dem Winkel v auf, unter dem der Gang-
unterschied s genau eine Wellenléinge A betrigt. Rechts: Der Offnungswinkel 6 des
Objektives ist durch den maximalen Winkel, unter dem vom Brennpunkt ausgehen-
des Licht in das Objektiv gelangt, gegeben.

Je Kkleiner also die Wellenlinge des verwendeten Lichts ist und je gréfier der Offnungswinkel 6 ist,
desto kleinere Strukturen sind auflosbar.

Eine Methode, das Auflésungsvermogen noch zu verbessern, ist die Verwendung eines Immersionsols.
Dessen Brechungsindex n ist grofler als der von Luft (nLuft = 1). Dies fiihrt zu einer kleineren
Ausbreitungsgeschwindigkeit und bei gleichbleibender Frequenz zu einer kleineren Wellenldnge. Damit
verbessert sich das Auflésungsvermégen nochmal:

A Ao Ao
— = = 18
v sin g sin g -n N.A. (18)

Das Produkt aus Brechungsindex und dem Sinus des halben Offnungswinkels bekommt aufgrund
seiner groflen Bedeutung einen eigenen Namen: Die numerische Apertur, kurz N.A. Man erkennt,
dass das Auflosungsvermogen etwa mit der Wellenldnge des verwendeten Lichts abgeschéitzt werden
kann, da der Sinus des halben Offnungswinkels nach oben durch 1 beschrinkt ist; ein anderes Medium
mit hoherem Brechungsindex zwischen Objekt und Objektiv kann dies noch geringfiigig verbessern.

B.2 Auflésungsvermogen nach Rayleigh

Eine andere Methode zur Bestimmung des Auflosungsvermogens ist die Methode nach Rayleigh. Dazu
werden exemplarisch zwei Objektpunkte als punktférmige Lichtquellen betrachtet. Deren Licht wird
an den Réndern der Objektivoffnung gebeugt (diese Begrenzung wird oftmals durch eine Blende, die
sogenannte Aperturblende, siehe Kapitel gebildet); auf dem Schirm hinterldsst jeder Punkt ein
kreisformiges Beugungsmuster, die sogenannte Airy-Scheibe. Ringe maximaler Helligkeit (Bereiche
konstruktiver Interferenz) wechseln sich darin mit Ringen minimaler Helligkeit (destruktiver Inter-
ferenz) ab. Nach dem Rayleigh-Kriterium sind zwei Punkte dann gerade noch auflésbar, wenn das
erste Minimum des einen Beugungsscheibchens im nullten (Haupt-)maximum des zweiten Beugungs-
scheibchens liegt.

Legt man wie in Abbildung 26| das Hauptmaximum des einen Punktes (hier in blau) auf die optische
Achse, so ist fiir das Rayleigh-Kriterium entscheidend, welchen Winkel das erste Minimum dersel-
ben Airy-Scheibe mit der optischen Achse einschliefit (da die beiden Airy-Scheibchen die gleichen
Durchmesser haben und nur senkrecht zur optischen Achse verschoben sind). Die Winkel, unter dem
die Minima auftreten, ergeben sich durch die Nullstellen der sogenannten Besselfunktion, auf die hier
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Abbildung 26: Zwei punktférmige Lichtquellen erzeugen durch Beugung an der Objektivoffnung
auf dem Schirm kreisférmige Beugungsscheibchen. Geméfl Rayleigh sind die beiden
Punkte P1 und P2 gerade dann noch auflésbar, wenn sich auf dem Schirm das erste
Minimum der einen Airy-Scheibe im nullten Maximum der anderen Airy-Scheibe
befindet (Chemgapedia), 1999-2016).

jedoch nicht im Detail eingegangen werden soll. Der Winkel «, unter dem das erste Minimum auftritt,
ist gegeben durch:

A
=1,22.- — 1
a=122 % (19)

Dabei gibt D wiederum die Breite der Objektivoffnung an. Da sich das Objekt ndherungsweise in der
Brennebene des Objektives befindet (in Abbildungwiire demnach g = f) , lasst sich dieser Winkel
durch trigonometrische Umformung unter Verwendung der Kleinwinkelndherung in einen Abstand
zwischen den beiden aufzulésenden Punkten umrechnen:

A

fob -D (20)

r=tano: foo~a- fop=1,22-

Auch dies kann wieder mit dem Offnungswinkel bzw. der numerischen Apertur in Zusammenhang
gebracht werden. Dazu stellt man Gleichung [I5] nach f,, um und setzt dies in Gleichung [20] ein. Man
erhélt

A
z=0,61-— (21)
sin 5
Indem man Immersionsol verwendet, kann man diesen Abstand nochmals verkleinern:
A Ao Ao
x=0,61 =0,61 =0,61 22
sin & n - sin § N.A (22)

Schlussendlich erhélt man mit dieser Herleitung des Auflésungsvermogens ein Ergebnis, dass sich vom
abbeschen Auflgsungsvermégen nur durch den Faktor 0,61 unterscheidet.
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C Das Sehfeld, Okular und Blenden

Ein weiterer Aspekt, der ein Mikroskop kennzeichnet, ist das Sehfeld, das bisweilen auch Gesichts-
feld genannt wird. Es bezeichnet den Durchmesser desjenigen Ausschnittes der Praparatebene, der
mithilfe des Mikroskops iiberblickt werden kann. Um den Begriff des Sehfeldes besser zu verstehen,
miissen allerdings erst einige andere Bauteile des Mikroskops naher erldutert werden, was im Folgen-
den geschehen soll.

C.1 Die Funktion von Blenden

Ein Blende ist zunéchst ein Bauteil, das den Strahlengang eines optischen Systems in irgendeiner Art
und Weise begrenzt. Im einfachsten Fall kann schon die Linsenfassung selbst als Blende wirken, aber
auch andere optische Bauteile, die den Strahlengang beschneiden, erfiillen die Funktion einer Blende.
In der Regel nutzt man jedoch nicht die Fassung, sondern verbaut eigensténdige Blenden, um Lin-
senfehler, die vor allem durch die Abbildung der randstédndigen Strahlen entstehen, zu unterdriicken.
So minimieren die Blenden zum Beispiel die Bildfeldwolbung an den Réndern des Bildes, indem sie
dafiir sorgen, dass nur solche Lichtstrahlen zur Abbildung beitragen, die die Linse in der Néhe der
optischen Achse durchdringen.

Bei Lichtmikroskopen werden oftmals kreisférmige Lochblenden verwendet, deren Durchmesser zum
Teil (stufenlos) variiert werden kann. In der Regel strahlt ein Objektpunkt Licht in alle Richtungen
ab. Es interessiert nun der Teil des Lichts bzw. das Strahlenbiindel, das auch den Bildpunkt erreicht.
Wie grof§ dieses abbildende Strahlenbiindel ist (also welchen Offnungswinkel es aufweist), wird durch
die Blende bestimmt. Zusammen mit der richtigen Positionierung und Gréfle der Linsen sowie der
Positionierung des Objektes sorgen Blenden fiir eine optimale Strahlenbegrenzung und tragen damit
wesentlich zur Reduktion von Abbildungsfehlern bei. Da sie des Weiteren auch Einfluss auf andere
Parameter, wie beispielsweise auf Bildhelligkeit, Bildgrofle, Auflésungsvermogen und Schérfentiefe
haben, sind sie von grofler Relevanz. Wie alle anderen Objekte, die sich im Strahlengang befinden,
werden auch die Blenden von den Linsensystemen im Mikroskop abgebildet: Zu jeder Blende, die
vor einer Linse positioniert ist, gibt es ein Blendenbild. Blende und Blendenbild verhalten sich zu-
einander wie Objekt und Bild. Sie werden ineinander abgebildet und heiflen deswegen zueinander
konjugiert. Weiter oben wurde bereits angesprochen, dass das Einbringen von Blenden verschiedene
Parameter beeinflussen kann. Je nach Positionierung der Blende treten manche dieser Wirkungen je-
doch in den Vordergrund, wie dies bei Aperturblenden und Sehfeldblenden der Fall ist. Diese beiden
Blenden mit ihren unterschiedlichen Funktionen sind in Abbildung dargestellt. Eine Blende, die
in der Nahe der Objektivlinse angebracht ist, wie in Abb. im oberen Fall skizziert, sorgt dafiir,
dass ein Strahlenbiindel, das von einem Punkt des Objektes ausgeht, mit kleinerem Offnungswinkel
in das Objektiv gelangt bzw. das Objektiv verldsst. Sie wird als Aperturblende (aus dem Lateinischen
sapertus“, was offen bedeutet) bezeichnet. Hier kommen zwei weitere Begriffe ins Spiel: Die Eintritts-
pupille sowie die Austrittspupille . Das Bild einer Aperturblende in Lichtrichtung bezeichnet man als
Austrittspupille. Bildet man die Aperturblende hingegen gegen die Lichtrichtung ab, so bezeichnet
man dieses Bild als Eintrittspupille. Platziert man eine Blende in der Néhe des Zwischenbildes, wie es
in Okularen iiblich ist, so beschneidet diese das Zwischenbild und verkleinert somit das Sehfeld (vgl.
unteres Bild in Abb. [27). Man spricht in diesem Kontext auch von einer (Seh-)feldblende. Auch in der
Beleuchtungsapperatur ist eine Blende, die das Sehfeld begrenzt, eingebaut (vgl. Kapitel . Diese
Leuchtfeldblende ist im Gegensatz zur Blende in Okularnéhe verstellbar. Abweichend von den Bildern
der Aperturblenden werden die Bilder von Feldblenden als Luken bezeichnet. Man unterscheidet ana-
log zwischen Eintritts- und Austrittsluke. Aus diesem Grund wird der Abbildungsstrahlengang auch
als Lukenstrahlengang bezeichnet, weil hier alle Ebenen betrachtet werden, die zur Ebene des Bildes
der Sehfeldblende (zur Ebene der Luke) konjugiert sind. Folgerichtig wird der Beleuchtungsstrah-
lengang auch als Pupillenstrahlengang bezeichnet (zur genaueren Erlduterung der unterschiedlichen
Strahlengénge siehe Kapitel .
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Ob

Abbildung 27: Die Wirkung von Apertur- und Sehfeldblende.
Oben: Das Objekt G wird von der Objektivlinse Ob auf das Zwischenbild Zb ab-
gebildet (gelber Strahlengang). Mit einer Aperturblende Ab behélt Zb zwar seine
Grofle, aber es gelangt weniger Licht (schméleres rotes Strahlenbiindel) zu Zb.
Unten: gelb: normaler Strahlengang ohne Sehfeldblende Fb. Durch Einbringung ei-
ner Fb ist das Zwischenbild Zb’ kleiner geworden. Der wahrgenommene Ausschnitt
der Objektebene und damit G’ ist ebenfalls kleiner (roter Strahlengang).
vBr: vordere Brennebene der Objektivlinse, hBr: hintere Brennebene der Objektiv-
linse.
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C.2 Das Okular

Okulare konnen unterschiedlich gebaut sein, allen gemeinsam ist eine Sammellinse (oder ein Linsensys-
tem), die als Augenlinse bezeichnet wird und dem Auge zugewandt ist. In ihrer vorderen Brennebene
muss sich das Zwischenbild befinden, damit paralleles Licht in das Auge gelangt. Ausschliellich die
Augenlinse leistet die Lupenwirkung des Okulars. Allerdings gibt es zumeist weitere Bauteile im Oku-
lar: Eine Leuchtfeldblende in der vorderen Brennebene der Augenlinse und damit in der Ebene des
Zwischenbildes dient hauptséchlich dazu, die &ufleren unscharfen Bereiche des Zwischenbildes auszu-
blenden (siehe vorheriger Abschnitt) (Nachtigall, 1994 S.32). Der Durchmesser des Zwischenbildes
(im einfachsten Fall ist dies gleichzeitig der Durchmesser der Sehfeldblende) wird als Sehfeldzahl S
bezeichnet und kann der Okularbeschriftung entnommen werden.

Austrittspupille
Augenlinse

Sehfeldblende

Feldlinse

Abbildung 28: Schematischer Querschnitt durch ein einfaches Okular, bestehend aus zwei plankon-
vexen Sammellinsen: Feld- und Augenlinse. Die Sehfeldblende begrenzt den Aus-
schnitt des Zwischenbildes (Volgger & Lichtscheidl, |2008b).

Eine weitere Sammellinse, die sogenannte Feldlinse, die am unteren Ende des Okulars platziert wird,
sorgt flir eine Vergroflerung des Sehfeldes und sorgt dafiir, dass die Austrittspupille sich noch na-
her beim Okular befindet. Da die Eintrittspupille des Auges mit der Austrittspupille des Okulars
zusammentfallen sollte, ermoglicht dies eine einfachere Betrachtung mit dem Auge. Bei Benutzung
einer Feldlinse ist zu beachten, dass die Sehfeldzahl nicht mehr identisch mit dem Durchmesser der
Sehfeldblende ist (Gerlach) [1985] S.49f). Modernere Okulare haben meist noch weitere Linsen, die die
Bildqualitdt durch Minimierung von Farbfehlern und Bildfeldwdlbung weiter verbessern.

C.3 Berechnung des Sehfeldes

Hier wird nur das Sehfeld des Okulares betrachtet, fir das Sehfeld der Kamera siehe Anhang [H.
Das Sehfeld (auch als Gesichtsfeld bezeichnet) beschreibt den Bereich der Gegenstandsebene, der
mit dem Mikroskop tiberblickt werden kann. Zum einen héngt das Sehfeld von der Maflstabszahl
I' des Objektives ab. Dies leuchtet ein, wenn man die Bedeutung von I' Revue passieren léasst: Eine
kleine Mafistabszahl bedeutet, dass das Verhéltnis von Zwischenbildgréle und Gegenstandsgrofie auch
klein ist. Die Grofle des Zwischenbildes tritt hierbei als limitierender Faktor auf, wohingegen die
Gegenstandsgrofie ja gerade das Sehfeld ist. Das Zwischenbild entsteht im Okular, genauer gesagt in
der Ebene der (unverstellbaren) Sehfeldblende des Okulars, womit auch die Grofle des Zwischenbildes
konstant ist. Also miindet eine kleine Mafistabszahl in ein groferes Gesichtsfeld und umgekehrt fiihrt
eine groflere Mafistabszahl zu einem kleineren Gesichtsfeld. Wie bereits erldutert, gibt die Sehfeldzahl
den Durchmesser des Zwischenbildes an (ohne Feldlinse ist die Zwischenbildgrofie dariiber hinaus
gleich der Blendengrofie). Mit Zb = S folgt unter Einbeziehung von I" sofort, dass sich das Gesichtsfeld
Gy durch

Gr=v1 (23)

berechnen lasst. Damit das Zwischenbild auch wirklich in der Blendenebene entsteht, miissen Mikro-
skoptubus und Okular natiirlich aufeinander abgestimmt sein.
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D Die Scharfentiefe

Bei einer optischen Abbildung spricht man in der Regel von der Objektebene bzw. der Bildebene. Da-
mit wird impliziert, dass das Objekt unendlich diinn ist, also keinerlei Ausdehnung langs der optischen
Achse hat. Von diesem Idealfall weicht man in der Praxis natiirlich ab. Ein solches zweidimensionale
Objekt ist stets eine Idealisierung. Die mit dem Lichtmikroskop betrachteten Praparate werden heut-
zutage oft mittels eines Mikrotoms in diinne Scheibchen von typischerweise 10-50 pm geschnitten.
Die besten Mikrotome erreichen Préparatdicken von nur etwa 10 nm. Diese eignen sich dann sogar
fiir das Elektronenmikroskop (Henkel, 2006). In der Praxis jedoch werden Schnitte auch per Hand
mit einer Rasierklinge angefertigt oder es handelt sich um Objekte, die als Ganzes betrachtet werden
sollen. Das kénnen beispielsweise kleinste Wasserlebewesen oder junge Embryonalstadien eines Tiers
sein. Grundsétzlich arbeitet man also in der Praxis stets mit dreidimensionalen Objekten. Deshalb
ist es wichtig zu wissen, welchen Bereich man auch vor und hinter der aktuell scharfgestellten Ebene
noch scharf erkennen kann. Wir betrachten dazu Abbildung Im oberen Bild wird im Rahmen

a Y al al
v A ﬂ ¥ g/ )\ Tl u’
) T
ob (1) )
A4
0, 5 ,
(n
A (V)
Ob

Abbildung 29: Die Schérfentiefe. Oben: Der Achsendingpunkt O; wird vom Objektiv Ob auf den
Bildpunkt O’ abgebildet. Verstellt man die Einstellebene des Bildes (IV) nach (IIT)
bzw. (V), erhédlt man einen Zerstreuungskreis mit Durchmesser u'. o’ ist dann die
bildseitige Schérfentiefe.

Unten: Bei Verschiebung von O; nach O ergibt sich in der Ebene (IV) ein Zerstreu-
ungskreis mit Durchmesser «’. Die (objektseitige) Schirfentiefe a ist der Abstand
zwischen O; und Os.

der geometrischen Optik der Achsendingpunkt O (das ist der Schnittpunkt der Objektebene mit der
optischen Achse) vom Objektiv Ob auf den Achsenbildpunkt O’ abgebildet. Der Bildpunkt einer opti-
schen Abbildung zeichnet sich bekanntermafien dadurch aus, dass sich hier wieder alle Lichtstrahlen,
die vom konjugierten Objektpunkt O ausgehen, in einem Punkt treffen. (Um es nochmal zu betonen,
gilt das nur im Rahmen der geometrischen Optik. Wie bereits in Kapitel |B| besprochen, entsteht an
der Stelle des Bildpunktes ein Beugungsscheibchen; fiir die Herleitung der Schérfentiefe reicht das
Modell der geometrischen Optik allerdings aus). Legt man hingegen im Abstand von a' vor bzw.
hinter diesem Punkt eine Ebene senkrecht zur optischen Achse, so ergibt sich ein Unschérfekreis mit
dem Durchmesser u'.

Man bezeichnet a’ als Scharfentiefe im Bildraum, wenn das Auge den Unschérfekreis noch als einen



KLP-21-34 Klassische Physik — Versuch 21

Punkt und noch nicht als ausgedehnte Figur wahrnimmt. Wiirde man die Einstellebene des Bildes
also in diesem Bereich zwischen den Ebenen III und IV verschieben (indem man z.B die Brennebene
des Okulars verschieben wiirde), so registriert das Auge immer noch ein scharfes Bild. Den Durchmes-
ser, den der Unschéarfekreises haben darf, damit das Auge ihn noch als einen Punkt sieht, ist durch
den minimalen Abstand von Zépfchen auf der Netzhaut (wenige pm) und der festen Bildweite im
menschlichen Augapfel bedingt. Bei einem minimaler Sehwinkel © von etwa zwei Bogenminuten im
menschlichen Auge (Gokel [1988) S.56) darf der Unschérfekreis in der deutlichen Sehweite sg = 25¢m
einen Durchmesser von 0, 15mm nicht iiberschreiten.

Zuruck zu Abbildung Bei der zuvor beschriebenen Schéarfentiefe handelte es sich um die Schér-
fentiefe im Bildraum. Da in der Praxis jedoch die eingestellte Ebene im Bildraum fix ist (das Okular
ist in der Regel nicht verschiebbar), interessiert die entsprechende Schérfentiefe im Objektraum. Man
fragt sich dazu, wie weit man die Objektebene verschieben kann, sodass das Zerstreuungsscheib-
chen, das mit verschobenen Achsendingpunkt nun in der urspriinglichen Bildebene (IV) entsteht,
den Durchmesser von 0, 15mm nicht tibersteigt (die Zahl ist in der Literatur nicht ganz einheitlich).
Als Schirfentiefe im eigentlichen Sinne bezeichnet man demnach jene Strecken vor und hinter der
zuerst scharf eingestellten Objektebene (£a), die in der Bildebene (IV) Unschérfekreise mit diesem
Durchmesser erzeugen.

Nach einigen Umformungen, in die die Formel fiir den Tiefenmafistab und die Abbe “sche Sinus-
bedingung eingehen, erhilt man so:
u

t:2«a:Sinﬂ.F:O,15mm'

sing - T’ (24)
Damit hiingt die Schérfentiefe nur vom Offnungswinkel des einfallenden Lichtbiindels ¥, vom Abbil-
dungsmafstab und der Grofle des Unschéirfekreises ab. Je kleiner die numerische Apertur bzw. der
Offnungswinkel und der AbbildungsmaBstab ist, desto groBer ist die Schérfentiefe. Die numerische
Apertur des Objektives ist zwar im Allgemeinen nicht direkt verdnderbar (keine verstellbare Aper-
turblende am Objektiv), aber indirekt erreicht man denselben Effekt, wenn man den Offnungswinkel
des einfallenden Lichtbiindels verkleinert. Dazu dient die Aperturblende des Kondensors (vgl. Kapitel
und Abbildung . Bei einem Objektivwechsel dndert sich in der Regel ebenfalls die numerische
Apertur (Gokel [1988] S.54 ff.).

E Die Beleuchtung

Wie bereits in Kapitel [B| angesprochen wurde, transportiert das Licht die Informationen des Objekts
zum Auge. Der Informationsgehalt ist davon abhéngig, wie viel Licht vom Objekt zum Betrachter
gelangt.

Die Beleuchtung kann aber im einfachsten Fall ohne externe Beleuchtungsquelle erfolgen: Tageslicht
kann durch einen Planspiegel in das optische System des Mikroskops gelenkt werden. Da bei dieser
Beleuchtungsart grofie externe Schwankungen (durch die Witterung, Sonnenstand, etc.) auftreten,
erfolgt die Beleuchtung bei moderneren Gerdten durch eine Beleuchtungsquelle, die im Stativfufl ein-
gebaut ist. Dies konnen einfache Glithlampen, Gasentladungslampen, Halogenlampen oder LEDs sein
(die beiden Letzteren kann man beim Panthera CC finden) (Gerlach) {1985, S.62 f.). Durch Drehen
eines Regelknopfes wird iiber einen Regeltransformator die an der Lichtquelle anliegende Spannung
und damit die Lichtintensitit variiert. Je nach verwendeter Lichtquelle und anliegender Spannung
ergibt sich ein leicht unterschiedliches Spektrum. Um eine helle und gleichméfige Ausleuchtung des
Objekts zu erhalten, durchlauft das Licht der Mikroskoplampe mehrere optische Elemente, die im
folgenden Kapitel ndher dargestellt werden sollen.

E.1 Kritische und Kohlersche Beleuchtung

Im Wesentlichen werden zwei Beleuchtungsverfahren unterschieden: Bei einfachen Mikroskopen findet
die kritische Beleuchtung Anwendung. Hierbei wird die Lichtquelle in der Objektebene abgebildet.
Der Nachteil dieser Methode besteht allerdings darin, dass die Struktur der Lichtquelle das Bild des
betrachteten Priparats iiberlagert und dabei stérend wirken kann (Gerlachl 1985, S.64 f.).
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Standardméfig wird das Kohlersche Beleuchtungsverfahren eingesetzt. Es hat sich durchgesetzt, da
sowohl das Objekt als auch die Eintrittspupille des Objektives bei optimaler Nutzung der Lichtaus-
beute gleichméfig ausgeleuchtet werden. Zudem kann die Grofle des beleuchteten Ausschnittes der
Objektebene als auch die Grofle der Beleuchtungsapertur unabhéngig voneinander verstellt werden
(Gokel 1988, S.102). (Als Beleuchtungsapertur bezeichnet man dabei den Offnungswinkel, unter dem
Licht vom achsenseitigen Objektpunkt in die Objektivoffnung gelangt. Zur Ausnutzung des vollen
Auflésungsvermogens sollte diese genauso grofl wie die numerische Apertur sein, siehe Kapitel .
Die Einstellung der ausgeleuchteten Flache des Objektfelds auf die Flache des Sehfeldes ist ebenfalls
wichtig, damit es zu keinen Uberstrahlungen kommt und so der Kontrast und damit die Sichtbar-
keit von feineren Strukturen erhoht werden kann (Gerlachl [1985] S.65) und zudem nicht betrachtete
Objektausschnitte keiner unnotigen Bestrahlung ausgesetzt werden miissen (insbesondere ist dies bei
Lebendpréparaten relevant).

Die Begrenzung des ausgeleuchteten Bereiches der Praparatebene konnte man prinzipiell auch mit
einer Lochblende entsprechender Grofle, die direkt unterhalb der Praparatebene angebracht ist, er-
reichen. Technisch ist es allerdings besser realisierbar, wenn man nicht die Blende selbst, sondern ein
Bild davon in die Objektebene abbildet. Diesen Zweck erfiillt die Kombination aus Leuchtfeldblende
und Kondensor. Die Leuchtfeldblende befindet sich oberhalb der Mikroskopierlampe im Stativfuf.
Zwischen Lichtquelle und Leuchtfeldblende existiert ein weiteres Linsensystem, der Kollektor, mit
ihm wird ein Bild der Lichtquelle in der Ebene der Apertur- bzw. Kondensorblende erzeugt (vgl. Ab-
bildung . Die Bezeichnungen dieser optischen Elemente sind etwas irrefithrend. Sowohl Kollektor
als auch Kondensor sind Linsensysteme, und Linsensysteme erzeugen zunéchst eine Abbildung. Von
einer Verdichtung und Sammlung des Lichtes sollte man dabei besser Abstand nehmen. Man kann
nun zwei verschiedene Strahlengéinge betrachten:

E.2 Der Abbildungsstrahlengang (auch Lukenstrahlengang):

Er erklart, durch welches Lichtbiindel ein bestimmter Punkt im Objekt beleuchtet und abgebildet
wird. Dazu wird die Leuchtfeldblende mit ihrer hellen Offnung und ihren begrenzenden Réndern durch
das Linsensystem des Kondensors in die Préparatebene abgebildet. Durch Verstellen der Leucht-
feldblende erreicht man also eine Verianderung des beleuchteten Ausschnittes der Objektebene. Wie
bereits zuvor beschrieben, wird das Bild der Leuchtfeldblende in der Objektebene und damit das
beleuchtete Objekt vom Objektiv als reelles Zwischenbild in die Brennebene des Okulars abgebil-
det. Die vom Okular ausgehenden parallelen Strahlen erzeugen dann nach dem Durchgang durch
die menschliche Augenlinse auf der Netzhaut wieder ein Bild. Die Ebene der Leuchtfeldblende und
alle Ebenen, in denen Bilder von dieser entstehen, nennt man zueinander konjugiert (Goke, (1988,
S.106). In Abbildungist nur der Strahlengang, der von einem einzigen Punkt der Leuchtfeldblende
ausgeht, gezeichnet. Ein jeder solcher Punkt wird von der gesamten Lichtquelle (in Abbildung [30]ist
dies eine Glihwendel) beleuchtet. Das heifit konkret, dass jeder einzelne Punkt des ausgeleuchteten
Objektausschnittes von der gesamten Lichtquelle beleuchtet wird. Dies gewéhrleistet maximale Licht-
ausbeute.

E.3 Der Pupillenstrahlengang

Hier geht es um die Abbildung der Lichtquelle. Diese wird durch den Kollektor in die Ebene der Aper-
turblende abgebildet. Die Aperturblende wiederum liegt in der unteren Brennebene des Kondensors,
sodass dieser aus dem von einem Punkt der Lichtquelle ausgehenden Strahlenbiindel paralleles Licht
macht. Diese parallelen Lichtbiindel durchdringen das Objekt mit unterschiedlichen Neigungen zur
optischen Achse; aus Sicht des Objektes ist die Lichtquelle also unendlich weit entfernt (Kathner &
Zolffel, [2015 S.22 f.). Dies bringt den Vorteil mit sich, dass Unregelméfigkeiten in der Lichtquelle
kaum auffallen. Das parallele Licht wird vom Objektiv gebiindelt und in der hinteren Brennebene
des Objektives entsteht ein weiteres Bild der Lichtquelle. Vom Okular wird ein weiteres Bild der
Lichtquelle in der Pupille des Beobachters erzeugt. Auch hier sind die Ebene der Lichtquelle, die
hintere Brennebene des Objektives und die Pupille des Beobachters zueinander konjugierte Ebenen.
Abermals ist in Abbildung nur das Lichtbiindel eines einzigen Punktes der Lichtquelle darge-
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Das Kdhlersche Beleuchtungsprinzip

Lukenstrahlung Pupillenstrahlung
Strahlengang fiir die Abbildung Strahlengang fiir die Abbildung
des Ohjekts der Lichtquelle

Endbild aut der Metzhaut des Auges

Auslittzpupille
des Mikroskops

Augenlinse des Okulars

Feldlinse des Okulars

reelles Zwischenbild
{zste Blende des Okulars
{Fehlsldblends)

Austritspupille des Objeklivs
(fesle Blends)

Olbjekliv

Praparat mil Objekt

Kondensar

Irisblende am Kondensor
(= Aperurblende der Beleuchiung)

Insklends am Kollsktor
= Leuchifeldblende

Kalleklar

Lichlquelle (Glahwendel)

Abbildung 30: Die Kéhlersche Beleuchtung beim Lichtmikroskop: Links der Lukenstrahlengang, mit
den verschiedenen konjugierten Ebenen, in denen die Leuchtfeldblende scharf abge-
bildet wird (Leuchtfeldblende, Objektebene, Brennebene des Okulars, Netzhaut);
rechts der Pupillenstrahlengang, der die Lichtquelle scharf in der Ebene der Aper-
turblende, der hinteren Brennebene des Objektives und der Pupille des Beobachters
abbildet. Beide Strahlengénge existieren simultan, man spricht dann vom verflochte-

nen Strahlengang .
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stellt; jeder solcher Punkt sorgt fiir ein paralleles Strahlenbiindel durch das Objekt. Ein Verstellen
der Aperturblende fiihrt im Pupillenstrahlengang dazu, dass nicht mehr die gesamte Lichtquelle in
der Ebene der Aperturblende abgebildet wird (siehe Kapitel . Zusammengefasst durchleuchtet im
Pupillenstrahlengang also jeder Punkt der Lichtquelle das gesamte Objekt: Dies erzeugt maximale
Homogenitat.

Beide Strahlengénge existieren selbstverstandlich gleichzeitig, man spricht dann vom verflochtenen
Strahlengang. Verflochten deshalb, da sich die konjugierten Ebenen von Abbildungs- bzw. Pupillen-
strahlengang jeweils abwechseln: Auf eine Ebene des Abbildungsstrahlengangs folgt eine Ebene des
Pupillenstrahlengangs, dann wieder eine Ebene des Abbildungsstrahlengangs usw. (Kathner & Zolf-
fel, 2015, S.25).

Die Vorteile der Koéhlerschen Beleuchtung nochmals in der Kurzfassung:

e Das Bild der Lichtquelle wird nicht in der Praparatebene abgebildet.
¢ FKine hohe Strahlungsdichte, weil die gesamte Lichtquelle genutzt wird.
e FKine sehr gleichméflige Ausleuchtung des Objektes.

e Durch Anpassung der Leuchtfeldblende kann man verhindern, dass das Préparat unnétig be-
leuchtet (und damit erwéirmt wird), indem man den ausgeleuchteten Teil der Objektebene der
Grole des Gesichtsfeldes angleicht. Zusitzlich werden dadurch kontrastmindernde Uberstrah-
lungen durch beleuchtete Teile des Objekts, die aulerhalb des Sehfeldes liegen, vermieden.

« Kontrastverinderung durch Verstellen der Aperturblende (durch Verinderung des Offnungswin-
kels des Kondensors) unabhéngig von der Grofle des beleuchteten Objektausschnittes (Henkel,
20006)), siche auch Kapitel

F Die Rolle des Kondensors

Wie bereits in Kapitel angesprochen wurde, ist der Kondensor ein Linsensystem (bei einfachen
Mikroskopen besteht er teilweise nur aus einer Linse) mit kleiner Brennweite. Er befindet sich un-
terhalb des Objekttisches und bildet zum Einen die Leuchtfeldblende in die Objektebene und zum
Anderen jeden Leuchtfleck der Lichtquelle ins Unendliche ab. Im Kontext der optimalen Beleuchtung
nimmt der Kondensor somit eine Schliisselrolle ein. Er dient im Wesentlichen dazu, die numerische
Apertur des Objektives richtig auszunutzen. In Abbildung|31]ist ein Ausschnitt des Abbildungsstrah-
lengangs skizziert. Demnach biindelt der Kondensor das parallele Licht in seiner Brennebene, die
zugleich die Objektebene darstellt. Der Lichtkegel zwischen Kondensor und Objektebene bzw. zwi-
schen Objektebene und Objektivoffnung hat dabei einen bestimmten Offnungswinkel, den er mit der
optischen Achse einschlieBt. Dieser Offnungswinkel hiingt nun von der Aperturblende ab: Eine weit
geoffnete Aperturblende hat einen weit geéffneten Lichtkegel zur Folge; schliefit man die Aperturblen-
de hingegen auf ein Minimum, so wird auch der Lichtkegel schmal. An dieser Stelle sei nochmal auf
Abbildung [25| verwiesen, in der der Offnungswinkel des Objektives skizziert wurde. Das Auflésungs-
vermogen eines Mikroskops hdngt mafigeblich von dessen Gréfle ab und ist eine spezifische Grofle
des Objektives: Je grofer der Offnungswinkel, desto grofer die numerische Apertur und desto gréfer
das Auflésungsvermogen (vgl. Kapitel . Der Kondensor mit seiner Aperturblende sorgt nun dafiir,
dass dieses Auflésungsvermogen voll ausgenutzt werden kann. Um das volle Auflésungsvermogen zu
erreichen, sollte die Kondensorapertur (die sich wie die numerische Apertur des Objektives aus dem
Sinus des halben Offnungswinkels multipliziert mit der Brechzahl des umgebenden Mediums, vgl.
Formel ergibt) mit der numerischen Apertur des Objektives ungefdhr {ibereinstimmen. Ist das
nicht der Fall, so gibt es zwei Moglichkeiten:

Im ersten Fall ist die Kondensorapertur kleiner als die Objektivapertur. Dann wird ein Teil des Auf-
I6sungsvermogens nicht ausgenutzt, da ein engerer Lichtkegel in das Objektiv gelangt, obwohl dieses
einen gréferen Offnungswinkel aufweist und demzufolge einen weiter gedffneten Lichtkegel aufneh-
men kénnte. Informationen tiber das Bild (z.B. iiber eventuelle Maxima) gehen verloren. Im anderen
Fall ist die Kondensorapertur grofier als die Objektivapertur. Folglich kann nicht das komplette Licht
vom Objektiv aufgenommen werden und es wirkt als Streulicht. Dabei kann es den Kontrast des
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Objektiv

/ Objekt \

Kondensor

Aperturblende

Abbildung 31: Abhéngigkeit der Beleuchtungsapertur von der Aperturblende: Schliefit man die
Aperturblende, ist der Offnungswinkel des in der Objektebene vereinigten Lichtbiin-
dels kleiner (links). Bei Offnung der Blende vergréfert sich auch die Beleuchtungsa-

pertur S.44).

Bildes wesentlich mindern und zudem das (lebende) Préparat durch unnoétig hohen Energieeintrag
schéidigen.

Beim Schlieflen der Aperturblende tritt automatisch auch der Effekt ein, dass sich die Bildhelligkeit
verringert, da in der Ebene der Aperturblende ein Bild der Lichtquelle entsteht. Schlieit man die
Blende, wird auch das Bild der Lichtquelle an den Réndern , gekappt®(vgl. Abbildung Pupillen-
strahlengang). Allerdings sollte man die Aperturblende keinesfalls dazu benutzen, um die Helligkeit zu
reduzieren, da man dafiir mit einem schlechteren Auflésungsvermégen einen sehr hohen Preis zahlt.
Die Helligkeit sollte ausschlielich {iber den Regeltransformator der Lichtquelle verindert werden.
In der Realitit ist das Bild bei einer Gleichheit der beiden Aperturen durch Uberstrahlungseffekte
immer noch zu kontrastarm. Ublicherweise stellt man daher die Kondensorapertur auf etwa % der

Objektivapertur ein (Gerlachl [1985] S.59). Das genaue Verhéltnis hingt vom Priparat ab: Beispiels-

Abbildung 32: Der Einfluss der Aperturblende auf das Bild einer Radiolarie: Links: Uberstrahlung
aufgrund zu weit gedffneter Blende. Mitte: Kondensorapertur und Objektivapertur
stehen im Verhéltnis 2:3. Rechts: Aperturblende so weit wie moglich geschlossen,
stirkere Kontrastierung und hohere Schiirfentiefe bei geringerer Auflésung

S.45).
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weise sind viele lebende Préparate so kontrastarm, dass die Apertur des Kondensors noch weiter
verringert werden muss; auf der anderen Seite kann bei stark gefarbten, kontrastreichen Priparaten
die Aperturblende deutlich tiber dieses Verhéltnis hinaus getffnet werden. Zu starkes Schlieffen der
Aperturblende fithrt zu einer tiberméBigen Kontrastierung (aufgrund der geringeren Lichtmenge, die
fiir die Abbildung des Objektes zur Verfiigung steht), sodass auch kleine Staubkorner sichtbar wer-
den und an solchen Strukturen Beugungseffekte in Erscheinung treten, die im Bild zu vorgetéduschten
Strukturen fithren kénnen (Nachtigall, (1994 S.45). Eine Verringerung der Kondensorapertur hat al-
lerdings auch einen wesentlichen Vorteil: Die Schérfentiefe wird erhéht (vgl. @ Es muss also bei der
Nutzung des Kondensors stets abgewogen werden, was wichtiger ist: Auflésungsvermogen, Kontras-
tierung oder Schérfentiefe. Fiir einen bebilderten Vergleich siehe Abbildung 32} Bei Mikroskopen der
hoheren Preisklassen (wie auch beim Panthera CC) ist der Kondensor zudem héhenverstellbar, dies
ist fiir die richtige Einstellung der Kohlerschen Beleuchtung unabdingbar. Als Faustregel gilt jedoch,
dass sich der Kondensor so nah wie moglich an der Objektebene befinden sollte.

G Kontrastierungsverfahren: Amplituden- und Phasenpripa-
rate

In Kapitel [F] wurde bereits angesprochen, dass der Kondensor das wohl wichtigste Instrument ist,
um den Kontrast eines Préparates anzupassen. Durch das Schliefen der Aperturblende gelangt we-
niger Licht ins Mikroskop, wodurch die unterschiedlichen optischen Eigenschaften der verschiedenen
Praparatstrukturen deutlicher hervortreten. Den hoheren Kontrast erkauft man sich allerdings mit
einem schwécherem Auflésungsvermogen und selbst dann ist die Kontrastierung oftmals immer noch
zufriedenstellend. Eine einfache, aber effektive Moglichkeit zur Kontraststeigerung bietet sich mit der
Einfidrbung von (zumeist histologischen) Préparaten. Setzt man derartige Farbstoffe ein, so wird die
Amplitude der transmittierten Lichtwelle frequenzabhéngig geschwécht. Man bezeichnet die geférb-
ten Préaparate demnach als Amplitudenpriaparate (vgl. Abb. (Schade, [1993] S.32 f.). Ein weiteres
gangiges Kontrastierungsverfahren stellt die Dunkelfeldmikroskopie dar. Dabei stellt man die Be-
leuchtung so ein, dass kein direktes Licht ins Objektiv gelangt. Erst wenn man ein Préparat einlegt,
fallt Licht durch Streu- und Beugungsprozesse ins Objektiv, sodass die entsprechenden Stellen als
helle Punkte vor einem dunklen Hintergrund erscheinen (Gerlach, (1985, S.126). Physikalisch ldsst
sich die Dunkelfeldmikroskopie derart deuten, dass Licht der 0. Beugungsordnung (das ist das Haupt-
maximum) nicht ins Mikroskopobjektiv gelangt. Im Gegensatz dazu gelangen Lichtstrahlen hoherer
Beugungsordnung ins Objektiv . Dieses Verfahren eignet sich besonders fiir nahezu transparente Pra-
parate, die im Hellfeld keinen ausreichenden Kontrast ergeben wiirden.

Die meisten géingigen Farbemethoden haben allerdings den Nachteil, dass sie lebende Zellen abto-
ten oder wichtige Praparatstrukturen mafligeblich verdndern. Man kann sich bei solchen Préparaten
allerdings oftmals den unterschiedlichen Brechungsindex innerhalb der Probe zu Nutze machen: Die-
ser sorgt dafiir, dass das Licht unterschiedlich schnell durch die verschiedenen Strukturen gelangt,
demzufolge dndert sich die Phase der Lichtwelle (vgl. Abb. . Solche Objekte bezeichnet man als
Phasenobjekte, sie werden im Rahmen der Phasenkontrastmikroskopie untersucht. Ziel der Phasen-
kontrastmikroskopie ist es, die Phasenunterschiede in Amplitudenunterschiede und damit in verschie-
dene Helligkeiten zu tibersetzen (Kathner & Zolffel, 2015, S.35).

Ein weiteres Verfahren, mit dem Sie sich im Praktikum befassen werden, stellt die Polarisationsmi-
kroskopie dar.

G.1 Polarisationsmikroskopie

Bei der Polarisationsmikroskopie untersucht man, wie bestimmte Stoffe die Schwingungsebene des
eingestrahlten linear polarisierten Lichts beeinflussen konnen. Linear polarisiertes Licht hat nur eine
Schwingungsebene. Dies kommt dadurch zustande, dass die korrespondierenden elektrischen und ma-
gnetischen Felder in senkrecht aufeinander stehenden Ebenen schwingen und keine Phasendifferenz
aufweisen. Uberlagert man wiederum zwei linear polarisierte Wellenziige, so kommt es gleichfalls auf
deren Phasenverschiebung an. Ist diese 0, so entsteht wieder linear polarisiertes Licht, betragt diese
A¢ = I und sind die zugehorigen Amplituden gleich, so erhilt man zirkular polarisiertes Licht. In

2
jedem anderen Fall entsteht bei der Superposition elliptisch polarisiertes Licht. Es gibt viele Stoffe,
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Abbildung 33: Durchdringt Licht ein Amplitudenobjekt, so wird die Amplitude um AA geschwécht
(oben), wohingegen die Phase unbeeinflusst bleibt (Mitte). Verwendet man ein reines
Phasenobjekt (unten), so bleibt die Amplitude konstant und die Phase dndert sich

o s (ST 100 5.29).
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die im Stande sind, die Polarisationsebene des einfallenden Lichtes zu &ndern. Eine besondere Bedeu-
tung nehmen doppelbrechende Strukturen ein.

Doppelbrechende Strukturen haben die Eigenschaft, dass sie nur 2 Ebenen aufweisen, in denen das
Licht schwingen kann. Diese Ebenen stehen senkrecht aufeinander. Beispielsweise haben viele Stof-
fe, deren atomare bzw. molekulare Bestandteile in einem Gitter angeordnet sind, von Natur aus
doppelbrechenden Charakter. Andererseits konnen durch das Einwirken duflerer Kréfte Materialien
doppelbrechend werden, die zuvor nicht diese Eigenschaft aufwiesen. Die beiden Schwingungsrich-
tungen im doppelbrechenden Objekt sind mit unterschiedlichen Brechzahlen verbunden. Die damit
verbundenen Lichtstrahlen werden als ordentlicher und auflerordentlicher Strahl bezeichnet: Der or-
dentliche Strahl gehorcht dem Brechungsgesetz; dies ist beim auflerordentlichen Strahl nicht der Fall.
Bei ihm héngt der Brechungsindex vom Einfallswinkel des Lichts ab. Es gibt allerdings (eine oder
zwei) ausgezeichnete Kristallrichtungen, die -falls das Licht parallel zu dieser Richtung einféllt- eine
Gleichheit von ordentlichem und auflerordentlichem Brechungsindex zur Folge haben. Diese Achsen
bezeichnet man als optische Achsen. Féllt das Licht unter einem anderen Winkel zur optischen Ach-
se ein, so weicht der aulerordentliche Brechungsindex vom Ordentlichen ab; diese Differenz erreicht
schlieBlich bei senkrechtem Einfall beziiglich der optischen Achse ein Maximum. Da doppelbrechende
Substanzen ein richtungsabhéngiges Verhalten aufweisen, bezeichnet sie man als optisch anisotrop
(isotrop hingegen heiflen Materialien, die diese Abhéngigkeit nicht aufweisen).

Um nun doppelbrechende Substanzen ndher zu untersuchen, verwendet man linear polarisiertes Licht.
Da das Licht der Mikroskoplampe jedoch keine bevorzugte Polarisationsrichtung aufweist, verwen-
det man einen sogenannten Polarisator, der auflschliefllich Licht einer bestimmten Schwingungsebene
durchléasst und den Rest des Lichts absorbiert. Diesen montiert man unterhalb des Kondensors in
eine dafiir vorgesehene Filterhalterung. Oberhalb vom Préaparat bringt man einen zweiten Polarisa-
tionsfilter in den Strahlengang. Zumindest einer der beiden Filter kann verdreht werden, um den
Einfluss des Préaparates auf das linear polarisierte Licht zu untersuchen. Dazu bringt man Polarisator
und Analysator in gekreuzte Stellung (senkrecht zueinander). Dabei ist es entscheidend, aus welcher
Richtung das Licht einf&llt:

e Weist das einfallende Licht eine der beiden Schwingungsrichtungen auf, die der doppelbre-
chende Gegenstand erlaubt, verhélt sich das Licht geméafl aulerordentlichen oder ordentlichen
Brechungsindex und tritt als linear polarisiertes Licht derselben Schwingungsebene aus dem
Material aus. Ein Analysator in gekreuzter Stellung absorbiert das komplette Licht und das
Préaparat bleibt dunkel.

e Weicht die Schwingungsrichtung von den beiden zugelassenen Schwingungsebenen ab, so wird
das einfallende Licht komponentenweise (Vektoraddition am Parallelogramm, siche Abb. in
ordentlichen und auflerordentlichen Strahl zerlegt. In Abhéngigkeit von der Dicke d des Materials
ergibt sich in Abhéngigkeit der Brechzahldifferenz beim Austritt dieser beiden Strahlen ein
Phasenunterschied von

Ap=d-|(n1 —n2)| (25)

Im letzten Fall erhélt man je nach Phasenunterschied wieder linear, zirkular oder elliptisch polarisier-
tes Licht (s.0.). Der Analysator erzeugt daraus stets wieder linear polarisiertes Licht. Die Amplitude
dieses transmittierten Lichts erreicht ein Maximum, wenn die beiden zuldssigen Schwingungsrichtun-
gen im Kristall mit der Durchlassrichtung des Analysators einen Winkel von 45° einschlieflen (vgl.
Abb. . Diese sogenannte Diagonalstellung erreicht man gerade in vier unterschiedlichen Positionen
(man stelle sich dazu die zu n1 und ng zugehorigen Pfeile im linken Bild von Abb.[34]jeweils an x-Achse
bzw. an der y-Achse gespiegelt vor). Das bedeutet, dass ein anisotropes Objekt bei einer Drehung
von insgesamt 360° insgesamt viermal hell und viermal dunkel erscheint. Im Gegensatz dazu bleiben
isotrope Préparate bei gekreuzter Filterstellung stets dunkel (Gerlach) 1985, S.160). Allerdings muss
man jetzt noch den Gangunterschied von ordentlichem und auflerordentlichem Strahl mit einbeziehen,
um tber den ,,Grad“ der Helligkeit bzw. Dunkelheit Aussagen treffen zu kénnen. Schliefflich handelt
es sich beim Drehen und der Dicke des Praparates, die fiir den Gangunterschied verantwortlich ist,
um zwei unabhéngige Faktoren. Diese weitergehende Betrachtung erklart zudem das Auftreten der
verschiedenen Farben, die bei doppelbrechenden Strukturen beobachtet werden kénnen.
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An

Abbildung 34: Doppelbrechendes Priaparat zwischen gekreuztem Polarisator (gelb) und Analysa-
tor (rot). ny und ng geben die zuldssigen Schwingungsrichtungen im Objekt an. Die
Amplitude des transmittierten Lichts (Ldnge roter Pfeil) ist in der Diagonalstellung
(links) am groften (ndmlich gleich der Eingestrahlten (Lénge gelber Pfeil)).

G.2 Zustandekommen der Interferenzfarben

Abbildung 35: Farberscheinungen durch Interferenzeffekte bei der Polarisationsmikroskopie.

Verwendet man monochromatisches Licht, also Licht einer Wellenldnge, wird das linear polarisierte
Licht, das durch den Polarisator kommt, geméfi den Regeln der Vektoraddition am Parallelogramm
auf die beiden zuldssigen Schwingungsebenen im doppelbrechenden Kristall aufgeteilt. Nach dem
Verlassen des Objekts miissen die beiden senkrecht zueinander schwingenden Wellen nach denselben
Regeln der Vektoraddition addiert werden.

Verlassen ordentlicher und auflerordentlicher Strahl das Préparat mit einem Gangunterschied von
n - A, wobei n € Ny, so nimmt das Licht exakt die gleiche Polarisationsrichtung wie vor dem Ob-
jekt ein. Betridgt der Gangunterschied nach dem Objekt hingegen n - % mit n € Ny, so steht die
Polarisationsrichtung senkrecht auf der Urspriinglichen. Im Falle von zueinander senkrecht stehenden
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Polarisator- bzw. Analysatorfilter ist im ersten Fall Dunkelheit, im Zweiten maximale Helligkeit zu
detektieren.

Wir wollen nun die zuvor gemachten Aussagen zum Drehen mit denen zum Gangunterschied kombi-
nieren. Als Beispiel nehmen wir dazu an, dass wir einen doppelbrechenden Kalkspat genau definierter
Dicke und Abmessungen haben, damit der Gangunterschied bei einer konstanten Einfallsrichtung
des linear polarisierten Lichts einen Gangunterschied von beispielsweise einem A\ aufweist. Bei ge-
kreuzter Filterstellung ergibt sich somit immer Dunkelheit. Dies &ndert sich auch nicht, wéihrend
wir den Kristall um 360° drehen. Das Bild bleibt komplett schwarz. Betrdgt der Gangunterschied
hingegen %, so treten die Helligkeitsunterschiede beim Drehen deutlich in Erscheinung. Nun strahlt
die Mikroskopierlampe in aller Regel kein monochromatisches Licht ab, sondern Licht einer gewis-
sen Intensitdtsverteilung, in der nahezu alle Wellenldngen des sichtbaren Lichts vertreten sind. Der
Gangunterschied des Kristalls hingt natiirlich auch von der Wellenlénge ab. So kann es beispielsweise
sein, dass die Dicke des Kristalls nach Formel flr blaues Licht einen Gangunterschied von 2 - A\pjqq
und fiir rotes Licht einen dementsprechend kleineren Gangunterschied von 3"\2“” hervorruft. Dort
kommt das blaue Licht bei gekreuzter Filterstellung nicht hindurch, das rote hingegen schon. Man
sieht eine Mischfarbe aus denjenigen Wellenldngen, die nicht ausgeloscht werden, in diesem Fall wére
das gelb. Ist das Préaparat unterschiedlich dick (und hier geniigen sehr kleine Inhomogenitéiten), so
ist der Gangunterschied an den verschiedenen Punkten des Préparates stets unterschiedlich und es
kommt immer wieder zu neuen Farbkombinationen. Aus den beobachteten Farben kann man so in
der Praxis mithilfe geeigneter Tabellen auf den Gangunterschied schliefen S.170 ff.).

H Aufbau des Panthera CC und Grundlagen der Kamera-
technik

Foto-Ausgang

Binckularer Tubus

Okular — 7

Dioptrien-Einstellung Klemmschraube fir Tubus

LED Anzeige Objektivrevolver

Objektive

Praparatehalter

Tisch ohne Zahnstange —~ ~

Kondensor

Tischtrieb

Y-Achse
Kollektor-Abdeckung

Tischtrieb
Leuchtfeldblende X-Achse

Helligkeitsregler

30W Halogen bzw. 3W LED
Modul (Panthera C/L)

Oberer Tischanschlag

Abbildung 36: Schematischer Aufbau des Panthera CC Trinokular (]MoticL |2002—2017D.

Die neuen Kursmikroskope stammen aus der Reihe Panthera der Firma Motic (genaue Modell-
bezeichnung: Panthera CC Trinokular). Es handelt sich hierbei laut Firma um ein Lichtmikroskop
der klassischen Bauart auf einem ,neuen Level® 2019b). Alle Details der Ausstattung sowie
die Betriebsanweisung sind auf der Homepage der Firma Motic zu finden (vgl. vorige Referenz). Die
nachfolgenden Kapitel liefern dariiber hinaus detaillierte Erklarungen zu den einzelnen Bestandteilen,
die an dieser Stelle lediglich aufgefiihrt werden (vgl. Abbildung. Das Gerat ist standardmaéfig mit
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mehreren unendlich-korrigierten, planachromatischen Objektiven ausgestattet (dies spiegelt sich in
der Objektivbeschriftung ,Plan UC* wieder). Dies bedeutet, dass die durch die Objektive erzeugten
Bilder frei von chromatischer Abberation und Bildfeldwolbung sind (Volgger & Lichtscheidl, [2008c)).
Zudem sind sie fiir einen unendlichen Strahlengang entwickelt (vgl. Kapitel . Der Objektivrevol-
ver enthilt Objektive mit vier-, zehn-, vierzig- und hundertfacher Vergrofferung. Beleuchtet werden
kann das Panthera CC entweder mit einer 30 Watt Halogen- oder einer 3 Watt LED-Lichtquelle,
deren Helligkeit stufenlos verstellt werden kann. Die Beleuchtungsapperatur besteht aus einem Kol-
lektor, der Leuchtfeldblende, einer Aperturblende und einem Abbe-Kondensor. Letzterer hat eine
Kondensorapertur von 0,9 (bzw. 1,2 bei Einbettung in Immersionsél), ist hohenverstellbar und enthélt
Halterungen fiir verschiedene Filter, die z.B. Dunkelfeld- bzw. Polarisationsmikroskopie (vgl. Kapitel
ermoglichen. Die Beleuchtungsapperatur ermoglicht ebenfalls eine Kohlersche Beleuchtung. Das
Mikroskop ist mit einem Binokular (fiir jedes Auge ein Okular) mit 10-facher Vergrofierung und einer
Sehfeldzahl von 22mm ausgestattet. Die beiden Okulare kénnen individuell dem Augenabstand ange-
passt werden und einen Brechkraftunterschied von bis zu vier Dioptrien zwischen rechtem und linkem
Auge ausgleichen, sodass auch Brillentriager das Geriit ohne Brille benutzen kénnen (Zum Dioptrien-
ausgleich kann man an der Okulareinfassung drehen). Als technische Zusatzausriistung besitzt das
Panthera CC einen weiteren Foto-Ausgang, der das Anschlieflen einer Kamera mit Halbleitersensor
ermoglicht, sodass Bilder vom Préaparat auch digital betrachtet werden konnen. Dafiir passiert das
Licht einen Strahlteiler, der das Licht zur Héilfte auf das Binokular und zur anderen Héalfte auf den
Photoausgang aufteilt. Der Objekttisch ist sowohl héhenverstellbar (Grob- und Feintrieb) als auch in
der Ebene in x- und y-Richtung verstellbar .

Das Panthera CC hat wie bereits erwihnt neben dem tiblichen Binokular einen weiteren Ausgang/Tubus,
der den Anschluss einer Kamera erlaubt und so eine digitale Messerfassung ermoglicht. Es handelt
sich dabei um eine Farbkamera mit einem CMOS-Sensor . Prinzipiell besteht ein Sen-
sor aus matrixartig angeordneten Halbleiterelementen, diese werden als Pixel bezeichnet. Fallt auf
diese Zellen Licht, so kommt es durch den inneren photoelektrischen Effekt zur Ausbildung eines
Photostroms, der zunéchst verstarkt und danach in eine Spannung umgewandelt wird. Um die Infor-
mation tber die Farbe der jeweiligen Photonen zu bekommen, werden vor jedes Pixel Farbfilter in
den Grundfarben rot, griin und blau angebracht. In der Regel sind 50% der Pixel griinempfindlich
und je 25% rot- bzw. blauempfindlich. Die Anordnung erfolgt in einer sogenannten Bayer-Matrix
(vgl. Abb. . Damit wird der Tatsache Rechnung getragen, dass das menschliche Auge im griinen

Abbildung 37: Schematischer Aufbau eines Farbsensors einer Digitalkamera. Die Farbe der einzel-
nen Zellen zeigt die jeweilige Farbempfindlichkeit an. Man nennt eine derartige An-
ordnung nach ihrem Erfinder auch Bayer-Matrix (Wikipedia) 2008).

Wellenlangenbereich seine grofite Empfindlichkeit hat. Fiir die Farbe griin liegen dann fir 50% der
gesamten Pixel Messwerte vor. Um Aussagen iiber den gesamten betrachteten Bildausschnitt ma-
chen zu konnen, werden die Informationen fir die nicht griimempfindlichen Zellen durch Interpolation
aus benachbarten griin-empfindlichen Zellen geschétzt. Summa summarum beruhen 50% der Griin-
informationen und jeweils 75% der Rot- und Blauinformationen auf Schatzwerten. Die Sensorebene
markiert zugleich die Zwischenbildebene des Strahlengangs durch den Kameratubus. Wie zuvor ge-
schildert sorgt ein Strahlteiler, der hinter der Tubuslinse (vgl. Kapitel angebracht wird, fiir die
Aufspaltung des Lichtweges in Binokular auf der einen Seite und Sensoranschluss auf der anderen
Seite. Damit es zu keinen Verwechslungen kommen kann, wird dieses Zwischenbild mit IT markiert.
Um die Grofle des Zwischenbildes IT der Grofle des Sensors anzupassen, wird zum Anschluss des Sen-
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sors ein Adapter einer bestimmten Brennweite verwendet. Berechnet man den Abbildungsmafstab
zwischen Zwischenbild IT und Objekt, kann man dies analog zu Gleichung[I2) machen, allerdings muss
man statt der Brennweite der Tubuslinse fr; die kombinierte Brennweite aus Adapter und Tubus-
linse fri+aq verwenden. Der Sensor der Moticam hat eine Pixelzahl von 1280 x 720 bei einer akti-
ven Sensorflache von 5, 51mm x 3, 10mm. Dies entspricht 2—19 Zoll (Motic, 2019a)). Beim verwendeten
Chip handelt es sich dabei um einen CMOS- Sensor (,,Complementary Metal-Oxide-Semiconductor®).
Der Unterschied zum gingigen CCD-Sensor (,,Charge-Coupled-Device“) besteht darin, dass bei der
CMOS-Technologie alle Signale, die von sdmtlichen Pixeln ankommen, gleichzeitig verarbeitet wer-
den, wohingegen CCD-Kameras die einzelnen Pixel nacheinander auslesen. Durch den schnelleren
Ausleseprozess ergibt sich gleichfalls eine grofiere Bildwiederholrate. Diese wird auch als ,frames per
second“(kurz fps) angegeben und ist ebenfalls eine wichtige Kenngroe der Kamera. Bei der Moticam
betragt sie unter besten Bedingungen 30 fps (Motic, 2019a). Neben der Auslesezeit des Chips wird
sie auch von der Belichtungszeit und der Rechengeschwindigkeit des Computers beeinflusst. Die Be-
lichtungszeit wiederum ist so zu wahlen, dass vom einstrahlenden Licht genug Elektronen ausgelst
werden, bevor ein neuer Auswerteprozess stattfindet. Denn die Anzahl der freigesetzten Elektronen
bestimmt wiederum, wie hell die betrachtete Struktur im Bild erscheint. Das Verhéltnis aus der
Anzahl der ausgelosten Elektronen zur Anzahl der eingestrahlten Photonen nennt man wiederum
Quanteneffizienz eines Sensors. Um iiberhaupt ein messbares Signal zu erhalten, muss die detektierte
Signalstirke grofler als das Ausleserauschen sein. Dieses Rauschen entsteht dadurch, dass wiahrend
des elektronischen Signaliibertragungsprozesses dem Signal vor der Digitalisierung Elektronen ent-
zogen bzw. hinzugefiigt werden. Das Ausleserauschen wird in Anzahl der Elektronen angegeben, die
pro Pixel mindestens ausgelost werden miissen, um ein messbares Signal zu erhalten. Bei sehr guten
Kameras ist das Ausleserauschen kleiner als 10 Elektronen (Kathner & Zolffel, 2015, S.59 ff.).

Schlusswort des Autors

Bei diesem Versuch handelt es sich um die generaliiberholte Version eines optischen Aufbaus, bei dem
noch mit Lichtmikroskopen aus den 80er Jahren gearbeitet wurde. Er soll Thnen einen Einblick in die
aktuelle Technik der Lichtmikroskopie geben. Aufgrund dieses Umstandes betont der Versuch qua-
litative und quantitative Aspekte gleichermaflen, am Ende kommt es darauf an, dass Sie verstehen,
wie ein in der Praxis von Wissenschaft und Forschung solch extrem bedeutsames Gerédt auf Basis
physikalischer-optischer Gesetzméfigkeiten funktioniert. Wer weif}, vielleicht sitzen Sie ja in einigen
Jahren wieder vor einem solchen Gerét. Nutzen Sie daher die Gelegenheit, dieses spannende Instru-
ment kennenzulernen! Ich wiinsche Thnen viel Spafl dabei.

Peter Helfrich, Verfasser des Versuches im Rahmen einer Zulassungsarbeit fiir das Lehramt Gymna-
sium, im Jahr 2020.
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