Friedrich-Schiller-Universitat Jena Physikalisches Grundpraktikum

404 — Mikroskop

1. Aufgaben

1.1 Machen Sie sich mit Aufbau und Funktion eines Durchlicht-Mikroskops vertraut!

1.2 Bestimmen Sie den AbbildungsmaRstab flr drei Objektive. Vergleichen Sie lhre Ergebnisse
mit den Herstellerangaben!

1.3 Beobachten Sie das Objekt ,,Auflosungstest mit dem Objektiv 10x und stellen Sie den klein-
sten erkennbaren Gitterlinienabstand fest! Fuhren Sie die Beobachtungen bei unterschied-
lichen Lichtwellenldangen durch! Vergleichen Sie die Auflésungsergebnisse mit den theoreti-
schen Werten!

1.4 Nutzen Sie die Mikroskopkamera und bestimmen Sie die GroRe von Kalibrationspunkten!
Bestimmen Sie daraus den Abbildungsmalstab! Vergleichen Sie diesen mit der visuellen
VergroRerung!

1.5 Mikroskopieren Sie das Objekt ,,Diatomeen mit den Objektiven 10x und 40x! Stellen Sie auf
dem Bildschirm ein mdéglichst reprasentatives Bild dar und blenden Sie eine charakteristische
Lange mit der passenden Kalibration ein! Drucken Sie beide Bilder aus und prufen Sie, ob
die Bildstrukturen in der forderlichen oder in der leeren VergroRerung abgebildet werden!

1.6 Fur Physik-BSc/LA & Werkstoffwiss: Bestimmen Sie die ,,Dicke” der Kieselalgen (Ausdeh-

nung in z-Richtung) und vergleichen Sie diese mit dem Tiefenauflésungsvermégen!

2. Grundlagen

Stichworte:

Basiswissen: Lichtbrechung & -beugung, Interferenz, reelle und virtuelle Bildkonstruktion, Abbil-
dungsmalistab, VergroRerung, Auflésungsvermdgen, Sehwinkel, Lupe, numerische Apertur
Weiterfuhrend: Koéhlersche Beleuchtung, Abbesche Theorie der Bildentstehung, forderliche und
leere Vergrolierung

Zur Beschreibung der Ausbreitung des Lichts im Raum mit und ohne Medien (z.B. Glas,
Wasser) konnen folgende Betrachtungsweisen genutzt werden: zum einen die Strahlenoptik
und zum anderen die Eigenschaften einer Welle. Welches Konzept genutzt wird, hangt von
der konkreten Situation ab. Brechung von Licht (z.B. an einer Sammellinse) kann mittels dem
Snelliusschen Brechungsgesetz beschrieben werden (siehe auch Versuch 403). Beugung von
Licht erfolgt aufgrund der Welleneigenschaften (z.B. an Hindernissen wie ein Loch oder
Spalt). Da das Huygenssches Prinzip besagt, dass jeder Punkt einer Wellenfront wieder ein
Ausgangspunkt einer neuen Elementarwelle ist, so kann sich das Licht hinter dem Hindernis
in Raumbereiche ausbreiten, die sonst fur die, sich im Raum ausbreitenden, ebenen Wellen-
fronten versperrt wére (Bild 1). Fur viele optische Gerate (Kameras, Mikroskope, Teleskope)
ist die Beugung ein auflésungsbegrenzender Faktor. Speziell beim Arbeiten mit dem Mikros-
kop spielen zwei unterschiedliche Problemstellungen eine Rolle, die VergroRRerung und das
Auflésungsvermaogen!
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Bild 1: a) Darstellung von ebenen Wellenfronten bei einer beliebigen, ebenen Welle im
Raum. b) Ebene Wellenfronten treffen auf ein Hindernis (Spalt oder Loch). Jeder
Raumpunkt im Hindernis ist wiederum Ausgangspunkt einer neuen Kreis-/Kugel-
welle (siehe rotumrahmte VergréRerung). So entsteht ein Beugungsmuster durch In-
terferenz der einzelnen Kreis-/Kugelwellen (Vergleich der Beugungsmuster von Ein-
zel- und Doppelspalt: siehe Internet oder Literatur).

2.1 Vergrolerung

Das optische System des menschlichen Auges bildet einen Gegenstand der GrolRe G im Ab-
stand g (Gegenstandsweite) als Bild der GrofRe B auf der Netzhaut ab. Gegenstande, deren
Netzhautbilder gleich grof3 sind, werden auch als gleich grof? empfunden. Der Winkel ¢, unter
dem ein Gegenstand gesehen wird (Sehwinkel), berechnet sich geméal Bild 2a) als:

tan8:% > fur g>G .

Der Sehwinkel ¢ bestimmt also die scheinbare GrofRe des Gegenstandes. Will man einen
kleinen Gegenstand mdglichst groR sehen, so bringt man ihn nahe an das Auge heran (g wird
kleiner). Dabei akkommodiert das Auge (die Brennweite der Augenlinse wird verandert). Fir
den minimalen Wert von g gibt es jedoch eine vom Alter des Menschen abhangige untere
Grenze, den sogenannten Nahpunkt. Unterhalb dieses Nahpunktes reicht die maximale Ak-
kommodation des Auges nicht mehr aus, um ein scharfes Bild auf der Netzhaut zu erzeugen.
Die deutliche Sehweite ga oder Bezugssehweite, d.h. die Entfernung, in der ein normalsichti-
ger Mensch einen Gegenstand ohne anstrengende Akkommodation mit der maximal mog-
lichen scheinbaren Grélie wahrnimmt, ist definiert als:

gda = 0,25 m.

Mit einem optischen Gerét (z.B. Lupe oder Mikroskop) l&sst sich der Sehwinkel vergroi3ern.
Man vergleicht den Sehwinkel €1, unter dem man das virtuelle Bild des Objektes bei Benut-
zung des Mikroskops sieht, mit dem Sehwinkel €o, unter dem man bei ,,unbewaffnetem* Au-
ge das Objekt sehen wirde. Das Verhéltnis beider Sehwinkel ist eine dimensionslose Zahl
und wird VergroRerung genannt:

v==2
€9
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2.2

(b)

Bild 2: Definition des Sehwinkels o des unbewaffneten Auges fir (a) die deutliche Sehweite
g, und (b) fur die Vergrollerung des Sehwinkels auf €1 bei Verwendung einer Lupe.

Auflésungsvermdgen

Bildet man einen (beliebigen) Gegenstands-Objektpunkt mit einem optischen System (Auge,
Kamera, Mikroskop oder Fernrohr) ab, dann findet man keinen ,,mathematisch, exakten
Punkt“ auf der Bildseite, sondern es entsteht aufgrund der Beugungserscheinungen an der
endlichen ,,Lichteintritts6ffnung™ des optischen Systems (z.B. Pupille, Blenden und Fas-
sungen von Linsen) eine Beugungsfigur (= Beugungsscheibchen = Airyscheibchen, analog zu
den Beugungserscheinungen an einer Lochblende). Es gibt dabei ein ausgepragtes Hauptma-
ximum und mehrere konzentrische Nebenmaxima (Bild 3).

Beugungsring  Beugungsring
1. Ordnung 2. Ordnung Intensitit
—

Zentrales
3 —_— — Beugungs- |
scheibchen
Objektpunkt

in der Realitat

Abbildung mittels
optischem System Beugungsscheibchen Orts- 0.
(Airyscheibchen) Winkel-

koordinate

Bild 3: Abbildung eines Gegenstandspunktes mit einem optischen System (z.B. Auge, Mik-
roskop, Fernrohr) als zentrales Airyscheibchen (Hauptmaximum = 0. Beugungsord-
nung) mit umgebenden konzentrischen Kreisen (Nebenmaxima = 1., 2., ... Beu-
gungsordnungen). Die Intensitatsverteilung wird auch als Punktverbreiterungsfunkti-
on bezeichnet.

Kann man zwei benachbarte Objektpunkte (oder -linien) getrennt erkennen, so bezeichnet
man sie als ,,aufgelost”. Die Trennbarkeit zweier Punkte hangt von der Art der Beleuchtung
(z.B. monochromatisch, parallel bzw. dem Kohérenzgrad des Lichtes), dem Kontrast, der
Objektstruktur aber auch von der Dichte der Bildempfangssensoren (Dichte der Z&pfchen/
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2.3

Stabchen der Augennetzhaut oder Pixeldichte bei Kameras) ab. Speziell bei Mikroskopen un-
terscheidet man zusétzlich zwischen lateraler Auflésung (in der Bildebene, oft auch als raum-
liche Auflosung bezeichnet) und der Tiefenaufldsung (= axiale Auflésung).

Zur Bestimmung des lateralen Aufldsungsvermogens werden verschiedene Kriterien heran-
gezogen (vorausgesetzt gleich helle, identische Objektstrukturen, z.B. Punkte oder Gitter-
linien). Eine Ubersicht befindet sich im Anhang. Da Ernst Abbe sich umfangreich mit dem
Auflésungsvermdgen bei Mikroskopen beschaftigt hat, soll hier dieses Kriterium betrachtet
werden. Fir eine zentrale Beleuchtung in einem Durchlichtstrahlengangmikroskop &Rt sich
die minimale Auflésung tber dmin = A/NAobjekiiv berechnen, wobei NA als numerische Aper-
tur (NA = n-sin o, lateinisch apertus: offen, gedffnet) des Mikroskopobjektivs bezeichnet
wird. Wird mit einem Kondensor gearbeitet (siehe Kohlersche Beleuchtung), dessen nume-
rische Apertur identisch zum Obijektiv ist, dann vereinfacht sich die allgemeine Formel

d., = A zu d ;L (1).
(NA)bjektiv + NAKondensor)

min 2NA

Zusatzlich kann das Rayleighsche Tiefenauflosungsvermdgen tber

A

d :—_2
2n-sin‘ a

@)

z

berechnet werden.

Bildentstehung beim Mikroskop

Wir betrachten ein Durchlichtmikroskop (Bild 4). Dieses ermdglicht eine zweistufige Abbil-
dung der Probe (Objekt).

1. Stufe
Die Obijektivlinse erzeugt eine vergrolRerte reelle Abbildung des Objekts. Wie man aus der
Linsengleichung sehen kann, wird der AbbildungsmaRstab Mobjektiv, also das Verhaltnis von
Bild- zu GegenstandsgréRe, umso groRer, je dichter das Objekt an die Brennweite der
Abbildungslinse fovjextiv heranriickt. Man findet
t*
MObjektiv = f
Objektiv

Das reelle Bild (,,Zwischenbild®) entsteht im Abstand fopjekiv + t* hinter der Objektivlinse.
Dabei ist t* nur wenig groler als die so genannte Tubuslange t (Abstand zwischen Objektiv-
und Okularbrennebene). Aus konstruktiven Griinden wurde fur géngige Mikroskope mit
Normoptiken eine einheitliche Tubuslédnge von t = 160 mm festgelegt.

2. Stufe

Das Zwischenbild kann durch eine Lupe (Okularlinse) betrachtet werden. Diese Lupe hat ein-
en Abstand vom Zwischenbild, der ein wenig kleiner als die Okularbrennweite ist. Damit
liegt eine virtuelle Abbildung vor, bei der eine Sehwinkelvergréfierung Vokular des Zwi-
schenbilds auftritt:
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Q4
Vo = —22—
Okular f

Okular

mit der deutlichen Sehweite gs = 0,25 m. Moderne Mikroskope haben im allgemeinen einen
wesentlich komplizierten Strahlengang, um gleichzeitig eine visuelle Betrachtung und Kame-
raaufnahmen zu ermdglichen.

Die GesamtvergroRerung des Mikroskops ist also bei visueller Betrachtung durch die Hin-
tereinander-Wirkung von Objektiv und Okular gegeben. Sie betragt

t-
V. isuell — MObjektiv 'VOkuIar = ¢ (3).

’ fobjektiv' fOkuIar
Bei visueller Beobachtung sieht man also ein virtuelles vergréRertes Bild B des Objekts G.

Vereinfachend kann man sagen, dass beim Mikroskop das vergroRerte reelle Zwischenbild
durch das als Lupe wirkende Okular vergroliert betrachtet wird.

EAN SAN

Okular(linse) Okular(linse)
Zwischenbild Zwischenbild
Tubuslinse
Objektiv(linse) Objektiv(linse)
Objekt Objekt
Kondensor(linse) Kondensor(linse)

Beleuchtung Beleuchtung
a) Klassische Mikroskope b) Moderne Mikroskope

Bild 4: Aufbau eines zweistufigen Mikroskops (ohne Kohlersche Beleuchtung): a) Strahlen-
gang beim klassischen Mikroskop und b) vereinfacht bei modernen Mikroskopen mit Unend-
lichkeitsoptik. Hier projiziert das Objektiv ein Objekt nach Unendlich und die Tubuslinse
(mit einer Brennweite f = 164,5mm) erzeugt erst ein vergrofertes Zwichenbild, das vom
Okular (wiederum als Lupe) weiter vergrofRert wird.

Will man jedoch das Zwischenbild mit einer Kamera beobachten, so muss das Zwischenbild
mit einer Linse (Projektiv) auf die Empfangerflache der Kamera (z.B. CCD-Matrix) reell
abgebildet werden. Der Abbildungsmalistab des Projektivs Mkamera Wird dabei so gewahilt,
dass das Objektbildfeld mdglichst die gesamte Empfangerflache der Kamera bedeckt.

Beobachtet man das Kamerabild am Bildschirm, so sieht man ein reelles vergroRertes Bild.
Der AbbildungsmaRstab ist dabei das Dreifachprodukt (Mobjektiv * Mkamera © Mmonitor). Schaut
man sich dieses Bild in der deutlichen Sehweite an, so wird der Abbildungsmalistab zur
VergroRerung
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2.4

Vikamera = MObjektiv - Mkamera © Mmonitor.

Die ,,NachvergroBBerung® durch Kamera und Monitor sollte im Allgemeinen so eingestellt
werden, dass die forderliche VergrolRerung (Verderiich =~ 1000 - NAovj, siehe 3.3) nicht tiber-
schritten wird.

I\E/\N'é\:@é//w

Objektiv

\
\

// Okular

Bild 5: Abbildungsstrahlengang im klassischen Mikroskop. Zur Verdeutlichung wurde das
Zwischenbild ZB etwas zum Okular hin verschoben, um B zeichnerisch darstellen zu kénnen.

Bedeutung der richtigen Objektbeleuchtung — ,,K6hlern*

Fur ein optimales Mikroskopieren ist es notwendig, dass die Probe richtig beleuchtet wird:
- die Probe soll gleichmaRig hell bestrahlt werden,
- es soll nur das im Mikroskop sichtbare Bildfeld auf der Probe ausgeleuchtet werden, damit
unndétiges Streulicht vermieden wird,
- der Aperturwinkel der Probenbeleuchtung soll mit dem Aperturwinkel der Objektivlinse
Ubereinstimmen, um das beste Auflosungsvermdgen zu erhalten.

Um das zu erreichen, muss die "Lichtfiihrung” von der Lichtquelle zur Probe hin eingestellt
werden konnen. Das erreicht man durch die so genannte Kohlersche Beleuchtung (siehe
Anhang 1).

3. Versuchsdurchfihrung

3.1

Vertrautmachen mit den Funktionselementen des Mikroskops

Der Assistent zeigt Ihnen zu Beginn des Versuches die wichtigsten Bedienungselemente. Zu-
erst wird nur das Mikroskop und noch kein Computer eingeschalten. Am Mikroskop befindet
sich ein ON/Off-Drehknopf, der gleichzeitig die Lampenhelligkeit regelt. Im Gegensatz zur
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3.2

3.3

Beschriftung wird zum Einschalten des Mikroskops der Drehknopf im Uhrzeigersinn nach
hinten gedreht.

Legen Sie das Objekt ,,Calibration Slide“ (Motic) auf den Objekttisch. Wahlen Sie das
Objektiv 10x aus und stellen Sie eine scharfe Abbildung ein. (Achtung: Um ein Bruch der
sehr teueren Objekte+Tréger zu vermeiden: Stets mit blosem Auge den Objekttisch nach
oben drehen. Die Objektlinse darf keinesfalls das Objekt berihren! Wenn Sie das Objekt
durch das Mikroskop betrachten, dann stets den Tisch nur nach unten bewegen! Regeln Sie
bedarfsweise die Lampenhelligkeit auf ein verniinftiges Mal} zurtick.

Bestimmung des AbbildungsmaRstabs der Objektive

Stellen Sie zuerst das Messokular (rechtes Okular mit 10mm - Skala in der Zwischenbildebe-
ne) scharf. Danach fokussieren Sie mit Hilfe des Tischhubs die Schérfe des ,,Calibration
Slide“-Messkreuzes. Passen Sie nun die Scharfe des linken Okulars an Ihr Auge an. Aus dem
Verhéltnis der beiden Skalenldngen erhalten Sie den Abbildungsmalstab Mobjekiv des be-
nutzten Objektivs:

M - LZWischenbiId
Objektiv— —, -
I-Objekt

Geben Sie die Genauigkeit an, mit der Sie Mobjektiv fUr die Objektive 10, 20 und 40 bestimmt
haben!

Messung des kleinsten auflosbaren Gitterlinienabstands

Die Erkennbarkeit von Liniengitterstrukturen im monochromatischen und im weif3en Licht
wird exemplarisch mit dem Objektiv 10x untersucht. Benutzen Sie das Objekt ,,Auflsungs-
test“. (Achtung: Bruch und Kratzgefahr! Fir die anderen Objektive ist der Auflésungstest auf
dem Objekttrager zu dick!) Die Struktur des Auflésungstest-Objekts ist in Bild 6 zu sehen.

Betrachten Sie zuerst den Aufldsungstest im ,,ungekdhlerten Zustand* und bestimmen den
kleinsten noch sichtbaren Linienabstand. Stellen Sie anschlielend die Kohlersche Beleuch-
tung (nach Anhang 1) ein und registrieren Sie den nun gerade noch auflésbaren Gitterlinien-
abstand. Dieser sollte jetzt kleiner geworden sein. Legen Sie jetzt Farbfilter auf die Leucht-
feldblende und bestimmen Sie die auflosbaren Gitterlinienabstande fur drei verschiedene
Wellenldngen. Stellen Sie Ihre Ergebnisse im Vergleich zur Theorie (Geraden fir dmin =
MNAobjektiv & dmin = A/(2-NAobjekiv) grafisch dar!

Hinweis: Das Aufldsungsvermdgen eines Mikroskops wird nur durch das jeweils eingesetzte
Objektiv bestimmt, nicht durch das Okular! Das Okular dient lediglich der NachvergrofiRe-
rung. Da man an aufgeltsten Bildstrukturen interessiert ist, macht es keinen Sinn, die Vergro-
Rerung Uber das Mal} der Auflésbarkeit zu steigern (z.B. mit starkeren Okularen). Die Ge-
samtvergrofRerung der Kombination von Objektiv und Okular ergibt sich aus der Multipli-
kation der Mal3stabszahl des Objektivs mit der Okularvergréfierung (Gl. 3). Dieses Produkt
sollte groRer als 500fache, aber kleiner als das 1000fache der numerischen Apertur des
Objektivs betragen (man nennt das die forderliche VergrofRerung). Liefert dieses Produkt
einen Wert Uber dem 1000fachen der numerischen Apertur, so spricht man von der so
genannten leeren VergroRRerung, bei der keine zusétzlichen Objektdetails aufgelost werden.
Diese Grenzwerte resultieren aus GIl. 1 (minimalste Auflésung abgeschatzt fir die Grenzen
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des sichtbaren Lichtes) und dienen einer groben, schnellen Abschétzung in welchem ,,Ver-
grofRerungsregime* man sich befindet.

Berechnen Sie die GesamtvergrofRerung fir die Objektive 10x und 40x und vergleichen Sie
die Werte mit dem 500fachen und dem 1000fachen der jeweiligen numerischen Apertur!
Stellen Sie lhre Ergebnisse in einer Tabelle zusammen!

L,

06 08 10 12 14 16

U DU DO

0.5um - 1,6pm

Gitterfelder
/

08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

<« Finderahmen

0,8um — 3,0um

0 mm 1 mm __Objektmikrometer

Innnnnnnnnn

Bild 6: Aufbau des Objektes ,,Auflosungstest”. Die Zahlenangaben neben den
Testfeldern entsprechen den Gitterperioden (Linienabstanden) in um.

3.4 Ausmessen der Kalibrationspunkte

3.5

Schalten Sie nun den Computer ein und legen Sie das Objekt ,,Calibration Slide“ (Motic)
wieder auf den Objekttisch. Das Objekt ,,Calibration Slide* besitzt ein zentrales Kreuzlinien-
gitter in einem Kreis und rechts und links davon jeweils zwei Kalibrationspunkte unterschied-
licher GroRRe. Loggen Sie sich als ,,Student® ein und nutzen Sie die Software ,,Labscope*. Die
einfachen Bedienelemente der Software sind nahezu selbsterklarend und kénnen durch den
Assistenten erldutert werden. Vermessen Sie die Grolie der vier Kalibrationspunkte! Wéhlen
Sie flr jeden Punkt eine moglichst geeignete VergroRerung (10x, 20x oder 40x, nicht
100/0il 1), so dass der Punkt mdglichst das Gesichtsfeld der Kamera gut ausfullt. Drucken
Sie lhre Ergebnisse aus und beschriften Sie welcher Punkt wo auf dem Objekt ,,Calibration
Slide* platziert gewesen ist und welches Objektiv Sie genutzt haben! Fassen Sie Ihre Ergeb-
nisse in einer Tabelle zusammen!

Mikroskopieren eines Diatomeen-Objekts

Sie schauen sich das Objekt ,,Diatomeen‘ unter dem Mikroskop an. Um die kleinen Objekte
erst einmal ins Bildfeld zu bekommen, empfiehlt es sich, diese zuerst mit geringerer Vergro-
Rerung (Objektiv 10x) zu suchen und danach auf starkere Objektive umzuschalten. Wéhlen
Sie eine geeignete Struktur aus und versuchen Sie durch Justage und Verandern der Beleuch-
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tungsaperturblende ein moglichst gut aufgeldstes Bild zu erreichen! Stellen Sie dazu die Koh-
lersche Beleuchtung ein! Vermessen Sie repasentative Strukturen und drucken Sie je ein Bild
fur die 10fache und die 40fache VergroRerung aus! Achten Sie darauf, dass die Beschriftung
der zu vermessenden Mal3stabslinien so auf dem Ausdruck platziert ist, dass Sie die Linien-
lange auf dem Ausdruck mit einem Lineal vermessen kénnen.

Der Abbildungsmalstab, der jetzt identisch mit der VergroRerung ist, kann berechnet werden
als
D

_ Kopie
Gesamt
DOriginaIstruktur

Hierbei ist Dkopie die Lange der Malilinie auf dem ausgedruckten Papier (gemessen mit dem
Lineal) und Doriginaistruktur die L&nge des Originals (gemessen mit dem Mikroskop).

Vergleichen Sie die erhaltenen Ergebnisse fir V mit (a) der berechneten VergréRerung bei
visueller Beobachtung und (b) mit der forderlichen VergroRerung! Priifen Sie, ob diese
Strukturen bei 10x und bei 40x VergréRerung jeweils in der forderlichen oder bereits in der
leeren VergroRerung abgebildet wurden!

3.6  Fur Physik-BSc/LA und Werkstoffwissenschaftler:
Die ,,Dicke* (Tiefenausdehnung) der Diatomeen |43t sich mit der Skale der Tischhdhenein-
stellung vermessen, indem einmal die ,,Oberseite* und einmal die ,,Unterseite” einer Kiesel-
alge scharf eingestellt wird. Die Differenz ist die Ausdehnung in z-Richtung. Diese ist mit
dem Wert flr das theoretische Tiefenauflosungsvermdgens (Gl. 2) zu vergleichen, indem hier
fur die Wellenldnge fiir griines Licht (eine mittlere Wellenlédnge des sichtbaren Lichts A =
550 nm) zur Berechnung verwendet wird.

Literatur
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomy/anatomy.htmi
http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasehome.html

Anhéange:

1 Einstellung der Kdhlerschen Beleuchtung
2 Abbesche Theorie der Mikroskop-Auflésung
3 Ubersicht verschiedener Kriterien fir das Auflésungsvermdogen
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Anhang

Anhang 1: Einstellung der Kéhlerschen Beleuchtung

Fur die Kohlersche Beleuchtung muss das Mikroskop tber folgende Konstruktionsmerkmale
verfligen:

e Leuchtfeldblende ist vorhanden,
e Kondensorlinse ist hohenverstellbar und zentrierbar,
o Kondensoraperturblende ist vorhanden.

Mit der Beleuchtungsaperturblende kann man einen geeignet divergenten Beleuchtungsstrahl
einstellen, der zu einer verbesserten Bildauflosung fuhrt.

MERKSATZ: "Die nachfolgende Prozedur muss fiir jeden Objektivwechsel immer wieder-
holt werden!"

7)

Zunachst bringen wir einen Objekttrager mit einem Objekt auf unseren Objekttisch!

Jetzt schalten wir die Beleuchtung ein!

Nun schwenken wir das Objektiv ein, welches wir zur Betrachtung verwenden mdchten!
Wir stellen zunéchst mittels Tischhubtrieb vorsichtig auf das Objekt scharf!

Wir schlielen die Leuchtfeldblende der Beleuchtungseinrichtung soweit, dass nur noch
eine kleine Offnung das Licht durchlasst!

Jetzt, ohne am Tischhubtrieb nachzustellen, heben oder senken wir mit dem Konden-
sortrieb den Kondensor vorsichtig soweit (die Aperturblende ist dabei vollkommen ge-
offnet), bis wir ein scharfes Bild der Leuchtfeldblende und des Objektes sehen!!!

Sehfeld

Leuchtfeldblende geschlossen und nicht zentriert!

Leuchtfeld-Blende

Nun 6ffnen wir die Leuchtfeldblende vorsichtig, bis die Beleuchtung knapp den Sehfeld-
rand erreicht hat. Jetzt mit Hilfe der BLENDEN-ZENTRIERUNGSEINRICHTUNG die
Leuchtfeldblende zentrieren, bis deren Abstand exakt und gleichmaRig mittig zum Seh-
feldrand ist. Man kann ndmlich die Blende besser zentrieren, wenn sie bis knapp an den
Rand gedffnet ist, da man diesen als Referenz nehmen kann.

S:ehlfeld
|

Leuchtfeldblende gedffnet und zentriert

Leuchtfeld-Blende
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8.) Nun, die Leuchtfeldblende weiter 6ffnen, bis sie das Sehfeld gerade verldsst, also von
uns nicht mehr wahrgenommen werden kann.

S:ehlfeld
|

Leuchtfeld-Blende

Leuchtfeldblende gerade etwas auRerhalb des Sehfeldes

9.) Nochmals die Schérfe des Objektes kontrollieren und die Kondensor-Aperturblende
soweit schlieBen, bis ein optimaler Kompromiss zwischen Auflésung und Kontrast
erreicht ist! (Bei den alteren Mikroskopen entfernt man nun das Okular fiir einen Mo-
ment aus dem Tubus und blickt in diesen hinein. Die Kondensor- oder Aperturblende
wird nun soweit zugezogen, dass sie den Pupillendurchmesser der Objektivhinterlinse
auf 2/3 verringert. Diese Faustregel reicht in dem meisten Féllen aus, sollte aber in-
dividuell eingestellt werden.) Bei den neueren Zeiss-Mikroskopen wird das Okular nicht
entfernt, stattdessen wird die Aperturblende auf die Stellung ,,10x* bis ,,40x* gebracht,
je nach dem, welches Objektiv man gewéhlt hat.

Objektiv-Hinterlinse

rblende-Blende

Die Stellung ,,10x“ (oder ,,40“) an der Aperturblende
(Zeissmikroskope) entspricht einer so grof3en Schlielung
der Blende, dass nur noch 2/3 der Obijektivhinterlinse
sichtbar bleibt. So eingestellt liefert die Kohlersche
Beleuchtung ein optimal gleichméaBig ausgeleuchtetes
Bild mit gutem Kontrast und Auflésungsvermdgen.

Ist die Beleuchtungsapertur NAgeleuchtung an die Apertur der Objektivlinse NAobjektiv angepasst, dann
verringert sich der kleinste auflosbare Abstand dmin auf etwa

404 — Mikroskop
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Anhang 2: Abbesche Theorie der Mikroskop-Auflosung

Infolge der Wellennatur des Lichtes konnen mit einem Mikroskop auch bei hohen Ver-
grolRerungen nur solche Objekte beobachtet werden, die nicht kleiner als die Wellenléange des
verwendeten Lichtes sind.

Ernst Abbe gab im Jahr 1873 eine umfassende beugungstheoretische Begriindung der Bild-
entstehung im Mikroskop. Er erkannte, dass in der bildseitigen Brennebene des Objektivs das
Beugungsbild des beobachteten Objektes liegt, aus dem durch Interferenz das reelle Zwi-
schenbild entsteht. Die Strukturen des Bildes werden denen des abgebildeten Gegenstandes
umso &hnlicher, je unverfalschter das gebeugte Licht zum Zwischenbild beitragt. Dabei ist zu
bedenken, dass alle zwischen Objekt und Zwischenbild vorhandenen optischen Elemente
(Linsen, Blenden) den Durchmesser des Lichtstahls beschneiden.

Um feststellen zu konnen, ob im Objekt eine gitterartige Struktur vorhanden ist (d.h.
getrennte Linien) missen sich im Mikroskop mindestens die Beugungsmaxima der 0.
und der 1. Ordnung dieses Gitters tUberlagern kénnen (Interferenz!) Konstruktive Vor-
aussetzung dafir ist, dass beide Beugungsordnungen auch die engste Linse (das ist die
Objektivlinse) passieren konnen.

Zur Herleitung des Auflésungsvermdgens geht man zweckmaRigerweise von einem Strich-
gitter als Objekt aus. Hinter dem mit achsenparallelem, monochromatischem Licht bestrahl-
ten Strichgitter werden die Intensitatsmaxima des gebeugten Lichtes bei den Winkeln ax ge-
funden:

A

Sinock=k-n .

(A1)

0, £1... Ordnung des Beugungsmaximums,

k=

A ... Wellenldnge des Lichtes,

g . Gltterperlode des Objekts,

n ... Brechzahl des Mediums zwischen Objekt und Objektiv.

Damit das Beugungsmaximum 1. Ordnung erfasst wird, muss der Objektivoffnungswinkel
Olobjektiv Mindestens so groR wie der Beugungswinkel der 1. Ordnung ou sein, d. h. es muss
gelten

Olopjektiv = O
und damit auch

A
n-g

SIN QLgpjgry = SIN 0y = K- (A2).

Demzufolge ergibt sich fir den kleinsten auflésbaren Abstand zwischen zwei Gitterlinien

= = (A3).

Dabei ist NA = n-sin aobjektiv die numerische Apertur der Objektivlinse. Der kleinste auflds-
bare Abstand kann durch kirzere Lichtwellenl&éngen und eine gréRere Brechzahl n im Gebiet
zwischen Objekt (Deckglas) und Objektiv (Immersion) verringert werden.

Eine weitere Steigerung des Auflosungsvermégens wird moglich, wenn man Licht schrag

(z.B. unter dem Winkel oginfai) auf das Objekt fallen l&sst. Ist Oginfan ungefahr so groR wie
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Olobjektiv, SO Kann gebeugtes Licht unter einem Winkel 2-a1 (bezogen auf die Einfallsrichtung)
noch die Objektivlinse passieren. Der kleinste auflosbare Abstand gmin l8sst sich somit auf
etwa die Halfte verkleinern - also gmin = A/(2-NA). Diese Beleuchtungssituation wird beim
Kohlerschen Beleuchtungsprinzip angestrebt (Bild Al).

Bild A1: Offnungswinkel und Numerische Apertur. Dargestellt sind jeweils die 0. und die 1.
Beugungsordnung. links: achsenparallele Beleuchtung a1 = dobjektiv,
rechts: schriage Beleuchtung mit aginfail = dobjektiv-
Beachte die unterschiedlichen Gitterperioden!

Unter Verwendung von Immersionsol werden fir die numerische Apertur Werte bis zu 1,35
erreicht. Mit Licht der Wellenldnge A = 500nm und NA = 1,35 erhalt man fir den kleinsten
auflosbaren Abstand benachbarter Punkte gmin = 0,37um, also etwa drei Viertel der Licht-
wellenlange. Durch die Immersionsflussigkeit wird der Brechungswinkel an der ersten Ob-
jektivflache wesentlich verringert, so dass im Vergleich zu Trockensystemen Totalreflexion
erst bei groRerem Winkel einsetzt und somit ein groRerer Strahlenkegel vom Objektiv erfasst
wird (Bild A2). Immersionsobjektive sind besonders gekennzeichnet, da ihr Auflésungsver-
maogen nur durch die Verwendung bestimmter Immersionsflissigkeiten erreicht wird.

Objektiv
Luft (n,) _
| JATAN | Deckglas

totalreflektierte i
Strahler/ ' \

Immersionsél (n,)
|

Bild A2 : Trocken- und Immersionsobjektiv.
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Anhang 3: Ubersicht verschiedener Kriterien fir das Auflésungsvermagen

Neben dem Abbe-Kriterium gibt es in der Literatur verschiedene weitere Auflésungskriterien. Hier soll eine
kure Ubersicht (ohne Anspruch auf Vollstandigkeit) zusammengestellt sein:

1)

()

©)

(4)

®)

Nach dem Rayleigh-Kriterium kdnnen zwei Bildpunkte gerade noch getrennt aufgeldst werden, wenn
das erste Minimum des Beugungsmusters des einen auf dem Beugungsmaximum des anderen Bild-
punktes liegt, wobei das erste Minimum eines Beugungsscheibchens beim Winkelabstand von min
=1,22-\/D liegt. Hierbei ist A ist die verwendete Wellenldnge und D der Durchmesser von der licht-
sammelnden Eintrittsoffnung (z.B. dem Objektiv). Dieser Winkelabstand ist somit durch die endliche
Ausdehnung des Instruments und die verwendete Wellenlange begrenzt und wird Auflésungsgrenze
genannt. Der Kehrwert 1/3min ist das Auflosungsvermdogen. (Oftmals wird beides synonym benutzt.)
Mit der Brennweite f kann der minimal, erkennbare Abstand zweier Bildpunkte zu dmin = 1,22-Af/D
bestimmt werden, bzw. zu dmin = 0,61A/(n-Sina), wobei n die Brechzahl fiir das Medium zwischen Ge-
genstand und Objektiv und o der halbe Objektivoffnungswinkel ist.

Das Helmholtz-Kriterium geht von selbstleuchtenden Punkten aus (z.B. Fernrohr), fir die der
Kleinste, erkennbare Abstand ebenfalls mittels dmin = 0,61A/(n-sinc) bestimmbar ist.

Das Abbe-Kriterium setzt keine selbstleuchtenden, sondern mit koharentem Licht beleuchtete Objekte
voraus (z.B. paralleles Licht fallt auf ein Gitter). Ernst Abbe erkannte, dass zur Entstehung einer opti-
schen Abbildung insbesondere bei der Mikroskopie mindestens die 0. und die 1. Beugungsordnung die
Obijektivlinse ungehindert passieren missen. So berechnet sich fiir eine zentrale Beleuchtung in einem
Durchlichtstrahlengangmikroskop die minimale Auflésung tber dmin = A/NAobjexiv. FUr eine Verbesse-
rung der Auflésung kann mit einem Kondensor gearbeitet werden, um die von Abbe empfohlene
,»schiefe Beleuchtung® zu realisieren. FUr den allgemeinen Fall berechnet sich die Auflésung Gber
Omin = )\a/(NAObjektiv + NABeIeuchtung) = l/(NAObjektiv+ NAKondensor)-

Das Abbe-Kriterium ist somit fast mit der sogen. Grenzauflésung dmin = 0,51A/(n-sina) identisch. Hier
befinden sich beide Bildmittelpunkte im Abstand ihrer Halbwertsbreite (siehe Bild A3e).

Das Sparrow-Kriterium kommt dem menschlichen Aufldsungsempfinden am néchsten. Da das Auge
sehr empfindlich Intensitatsunterschiede noch wahrnehmen kann, gelten zwei Punkte als aufgeldst,
wenn in der Verbindungslinie zweier Punktmaxima ein Minimum auszumachen ist. Fiir zwei Punkte
gleicher Intensitéat und koharenter Beleuchtung gilt dmin = 0,47A/(n-sin o).

Hinweis fiir Physiker und Interessierte: Das Helmholtz-Kriterium betrachtet zwei divergierende Punktstrahlungsquellen in der Fresnelschen Beu-
gungstheorie. Das Abbe-Kriterium betrachtet eine Fraunhofer-Beugung von parallelen Lichtstrahlen.

(e)

(a) (b) (c) (d)

Intensitat
Intensitat
~

Halbwerts-
breite

g
*|§

laterale laterale

A A ) ) Auflésung Ortskoordinate

0,61 0,51 0,47

\ A A
1,22—— , g 51 —— 47 —=—
n-sino. n-sino. n-sino. n-sino.

Bild A3: Verschiedene laterale Auflésungskriterien zweier abgebildeter Punktquellen (schwarz,
gestrichelt, gleicher Intensitat) mit resultierenden Gesamtintensitatsverlauf (blau, durchgezogen):

(a) totale Auflésung, (b) Rayleigh‘sche und Helmholtz-Auflésung (c) sogen. Grenzauflésung und

(d) Sparrow-Kriterium. Die Definition der Halbwertsbreite einer Punktverbreiterungsfunktion ist in
(e) dargestellt.
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