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1 Aufgabenstellung

1.1 Einstellung des Mikroskops und der
KOHLERschen Beleuchtungseinrichtung.

1.2 Kalibrierung eines Okularmikrometers
durch Bestimmung des Abbildungsmafstabes
fiir mehrere Objektive.

1.3 Justierung der Phasenkontrasteinrich-
tung.

1.4 Beobachtung biologischer Priparate mit
verschiedenen Verfahren und Ausmessung
von Strukturen.

2 Grundlagen

2.1 Aufbau des Mikroskops:

Das optische System eines Lichtmikroskops
besteht aus dem Objektiv und Okular. Um das
Prinzip der Bildentstehung besser erkennen zu
konnen, werden die Linsensysteme (es werden
zur Bildfehlerkorrektur jeweils mehrere
Linsen bendtigt) zu je einer diinnen Konvex-
linse zusammengefasst.

Ein Gegenstand G zwischen einfacher und

Objektiv

doppelter Brennweite des Objektives wird als
umgekehrtes, vergrofertes und_reelles Zwi-
schenbild B aufBlerhalb der doppelten Brenn-
weite des Objektives abgebildet, Abb.1. Das
Okular wird als Lupe eingesetzt. Das reelle
Zwischenbild, das sich innerhalb der einfachen
Brennweite des Okulars befindet, wird da-
durch dem akkommodierten Auge als di-
vergentes Strahlenbiindel angeboten.

Eine riickwértige Verldngerung der Strahlen
zeigt, in welcher GroBe und Entfernung das
Auge etwa das virtuelle Bild erkennt. Eine
einfache Bildkonstruktion nach der geometri-
schen Optik kann jeweils mit Hilfe zweier
ausgezeichneter Strahlen (Parallelstrahl,
Brennpunktstrahl, Mittelpunktstrahl; siehe
Abb.1) eines Bildpunktes gefunden werden.

Fir ein Mikroskopieren mit entspanntem
(d. h. nicht akkommodiertem) Auge soll das
virtuelle Bild in grofer Entfernung (“im Un-
endlichen”) entstehen. Abweichend von Abb.1
fillt dann das reelle Zwischenbild in die
Brennebene des Okulars; der Sehwinkel S’
bleibt gleich.

In modernen Mikroskopen mit “Unendlichop-
tik” (ICS, infinity corrected system) bildet das

Okular Auge

virtuelles
| Bild

v

Abb.1: Strahlengang des Mikroskops
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Objektiv allein den Gegenstand nicht in der
Zwischenbildebene sondern im Unendlichen
ab, d. h. der Gegenstand befindet sich in der
Brennebene des Objektivs. Erst durch eine
zusitzliche Tubuslinse (zwischen Objektiv
und Okular) entsteht das reelle Zwischenbild
in der Brennebene des Okulars. Das ermog-
licht u. A. den problemlosen Einbau von
Zubehor (z. B. fiir Fluoreszenz- und Polarisa-
tionsmikroskopie), da die Tubusldnge variabel
ist.

Als Vergr6Berung V' bezeichnet man das
Verhiltnis der scheinbaren Grofe eines
Objektes mit optischem Instrument zur
scheinbaren GroBe ohne Instrument in der
deutlichen Sehweite (auch Bezugssehweite,
25 cm Entfernung vom Auge). Sie ergibt sich
aus den Sehwinkeln ' und f mit und ohne
optisches Instrument zu:

- tan 4 N ﬁ . )
tanfg B

Beim Mikroskop setzt sich die Gesamtver-
groferung aus der ObjektivvergroBerung V,,,
und Okularvergrof3erung V,, zusammen:

V=Vo, Vo - (2)

Will man die GroBe eines Objektes im Mikro-
skop messen, dann bringt man an die Stelle
des reellen Zwischenbildes einen Malistab
(,,Okularmessplatte” oder ,,Okularmikrome-
ter*). Dieser ist dann gemeinsam mit dem Bild
scharf zu sehen und dient als GroBenver-
gleich. Fiir exakte Messungen muss also der
Abbildungsmalistab des Objektives, d.h. das
Verhiltnis von Bildgrof8e B zu Gegenstands-
grofle G

Qlw

=V, 3)

genau bekannt sein. Er steht in der Regel auf
dem Objektiv, jedoch kann sich der tatsidch-
liche Wert vom aufgedruckten aufgrund von
Fertigungstoleranzen etwas unterscheiden.

Der Abbildungsmalistab wird bestimmt, indem
man ein Objekt definierter GroBe (,,Objektmi-
krometer”) mit dem Okularmikrometer

vergleicht.

2.2 Auflésungsvermogen:

Die Bildentstehung im Mikroskop kann
vollstdndig nur mit Hilfe der Wellennatur des
Lichtes verstanden werden. Das einfallende
Licht wird an den Strukturen des Objekts G
gebeugt (Abb.2). Das Objektiv O vereinigt
gebeugte und ungebeugte Wellen in der
Bildebene B, wo durch Interferenz das reelle
Zwischenbild entsteht. Zur Verdeutlichung
betrachtet man als Modellobjekt G ein
Beugungsgitter, bei dem nur ein charakteristi-
scher Abstand (die Gitterkonstante) auftritt.
Ein heller (bzw. dunkler) Punkt entsteht im
reellen Zwischenbild B nur, wenn durch
Interferenz des ungebeugten Anteils mit den
gebeugten Strahlen eine Verstirkung (bzw.
Ausldschung) eintritt.

Abb.2: Wellenoptische Erkldrung der Ab-
bildung am Mikroskop

Nach der Theorie des Auflosungsvermdgens
von ABBE wird ein Bilddetail nur dann aufge-
16st wird, wenn neben dem ungebeugten Licht
wenigstens das Beugungsmaximum erster
Ordnung in das Objektiv fillt und zur Bildent-
stehung beitrdgt. Daraus ergibt sich der
kleinste Abstand d zweier Objektpunkte, die
noch getrennt abgebildet werden kdnnen (die
»Auflosung”) zu

A A
T n-sina A

4

Dabei ist 4 die Wellenlidnge des Lichtes und
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A = n-sina die numerische Apertur des
Objektives (mit dem halben Offnungswinkel «
des Objektives und dem Brechungsindex n des
Mediums zwischen Objekt und Objektiv). Ein
Objektdetaill wird um so objektédhnlicher
abgebildet, je mehr Beugungsmaxima im Bild
interferieren. Den Kehrwert von d bezeichnet
man als Auflésungsvermogen. Die numerische
Apertur ist neben der VergroBerung auf dem
Objektiv angegeben.

Die Wellenlidnge 4 ist durch den sichtbaren
Bereich des Spektrums bestimmt (Mittelwert
550 nm). Eine Steigerung des Auflosungsver-
mdgens kann durch Verwendung von Ol-
immersionssystemen erzielt werden. Dabei
wird das Medium Luft (n = 1) zwischen
Objekt und Objektiv durch ein Immersionsol
(n =1,5) ersetzt; dafiir sind spezielle Objektive
erforderlich. Auflerdem ergibt sich eine
Steigerung des Auflosungsvermdgens, wenn
das Objekt nicht mit parallelem Licht (wie bei
der Herleitung von GL (4) vorausgesetzt),
sondern aus verschiedenen Richtungen be-
leuchtet wird. Wenn die Beleuchtungsapertur
(Sinus des halben Offnungswinkels des Be-
leuchtungskegels) gleich der numerischen
Apertur des Objektivs ist, ergibt sich ein
Grenzwert von

d

_ A
min 24"
Dieser Wert gilt auch fiir die Mikroskopie von

selbstleuchtenden Objekten (Fluoreszenzmi-
kroskopie) und im Dunkelfeld.

(5)

Leuchifeldblende
Kollekror

N\
Glithwendel

2.3 Forderliche VergroBerung: Ein Auge mit
normaler Sehschérfe kann zwei Punkte noch
getrennt wahrnehmen, wenn sie unter einem
Winkel von zwei Bogenminuten erscheinen.
In der deutlichen Sehweite von 25 cm ent-
spricht das einem Abstand von 0,15 mm. Wird
die VergroBerung des Mikroskops so ge-
wihlt, dass die kleinsten trennbaren Objekt-
abstinde d (durch das Auflosungsvermdgen
des Mikroskops gegeben) im virtuellen Bild
unter einem Winkel von zwei Bogenminuten
erscheinen, dann bezeichnet man diese Ver-
groferung als forderliche Vergroferung V), .
Als Faustregel gilt: V,, = (500...1000)4 .
VergroBerungen iiber diesen Betrag hinaus
bezeichnet man als ,leere Vergroferung®,
denn man erhélt keine neuen Informationen
von dem Objekt.

2.4 Kohlersche Beleuchtung:

Beim Beleuchtungsverfahren nach KOHLER
wird der Lichtkegel der Beleuchtung dem
Offnungskegel des Objektivs angepasst.
Dadurch wird das Auflosungsvermogens des
Objektives vollstindig ausgenutzt und tiber-
fliissiges Licht, das als Streulicht den Kontrast
vermindert, wird vermieden.

Abb.3 zeigt den prinzipiellen Aufbau der
Beleuchtungsanordnung. Sie besteht aus
Lichtquelle, Kollektorlinse und Leuchtfeld-
blende, die sich in der Mikroskopierleuchte
befinden, sowie Aperturblende und Konden-
sorlinse, die unterhalb des Mikroskoptisches
angebracht sind.

Der Kollektor bildet die Lichtquelle (Gliih-

Aperturblende
Kondensor

N Objekt

Abb.3: KOHLERsches Beleuchtungsverfahren

3
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wendel) in die Ebene der Aperturblende ab.
Der Kondensor bildet die Leuchtfeldblende,
die sich unmittelbar neben dem Kollektor
befindet, in die Objektebene ab. Die Apertur-
blende liegt in der vorderen Brennebene des
Kondensors. Dadurch werden alle von einem
Punkt der Lichtquelle ausgehenden Strahlen
zu Parallelstrahlen. Je kleiner die Apertur-
blende eingestellt wird, um so kleiner ist der
Offaungswinkel des Strahlenbiindels (die
Beleuchtungsapertur).

Durch diese Anordnung konnen sowohl die
GroBe des ausgeleuchteten Feldes (mit der
Leuchtfeldblende) als auch die GroBe der
Beleuchtungsapertur (mit der Aperturblende)
unabhéngig voneinander verdndert werden.
Die Aperturblende verdndert auBerdem die
Bildhelligkeit.

2.5 Verfahren zur Kontraststeigerung:
Viele biologische Préparate, vor allem Gewe-
beschnitte, zeigen im einfachen Durchlicht-
mikroskop wenig Kontrast, so dass man trotz
ausreichender VergroBerung und Auflosung
kaum etwas erkennen kann. Oft werden
Priparate deshalb mit verschiedenen Metho-
den eingefarbt. Dies ist jedoch zeitaufwendig,
auflerdem lassen sich lebende Priparate kaum
farben und das Objekt wird durch die Farbung
selbst verdndert. Mit speziellen optischen
Vorrichtungen am Mikroskop ldsst sich der
Kontrast ebenfalls steigern; es konnen sogar
Strukturen sichtbar gemacht werden, die im
,nhormalen® (Hellfeld-)Mikroskop unsichtbar
sind. Fiir Medizin und Biologie von Bedeu-
tung sind die Dunkelfeldmikroskopie, die
Phasenkontrastmikroskopie, die Polarisations-
mikroskopie und die Fluoreszenzmikroskopie.
Alle auBBer dem letzten Verfahren konnen im
Praktikum erprobt werden.

2.5.1 Dunkelfeld: Das bisher beschriebene
Mikroskopierverfahren heif3t Hellfeld, da das
Gesichtsfeld ohne Préparat hell ausgeleuchtet
ist. Sorgt man durch eine Zentralblende in der
Mitte der Aperturblende (Abb.3) dafiir, dass
kein Licht auf direktem Wege in den Strahlen-
gang des Mikroskops gelangen kann, so bleibt

das Gesichtsfeld ohne Priparat dunkel. Das
Licht trifft nur aus solchen Winkeln auf das
Préparat, die grofer sind als die Objektivaper-
tur. Zur Abbildung trigt dann nur das am
Objekt gebeugte Licht bei.

In diesem ,,Dunkelfeldkontrast® erscheinen
vollig lichtdurchldssige und vollig lichtun-
durchléssige Bereiche des Objektes in gleicher
Weise dunkel, die Kanten von Objektstruktu-
ren leuchten dagegen hell auf. Besonders gut
zu erkennen sind kleinste Partikel, die das
Licht nach allen Seiten streuen.

2.5.2 Phasenkontrast: Mikroskopische Pripa-
rate unterscheidet man in Amplitudenobjekte
und Phasenobjekte. Amplitudenobjekte
besitzen unterschiedliche Lichtdurchléssig-
keiten, was zu einem Hell-Dunkel-Kontrast
fiihrt. Phasenobjekte dagegen besitzen iiberall
(etwa) gleiche Lichtdurchlissigkeit, aber
verschiedene Brechzahlen. Im durchgehenden
Licht treten Gang- bzw. Phasenunterschiede
auf (sieche (6) und (7)), die das Auge nicht
wahrzunehmen kann. Typische Phasenobjekte
sind ungefirbte Gewebeschnitte.

Zur wellenoptischenen Beschreibung der
Bildentstehung im Mikroskop betrachtet man
Beugungsgitter als einfache Modellobjekte.
Bei einem Amplitudengitter (siche Abb.4)
haben die Gitter6ffnungen und -stege unter-
schiedliche Lichtdurchlissigkeiten, so dass das
im Zwischenbild Helligkeitsunterschiede
vorliegen, die das Auge wahrnimmt. Beim
Phasengitter haben die Gitterelemente gleiche
Lichtdurchléssigkeiten, aber verschiedene
Brechzahlen. Obwohl auch beim Phasengitter
durch Interferenz ein reelles Zwischenbild
entsteht, treten dabei aber keine Helligkeits-
unterschiede auf, d.h. es gibt keinen Bild-
kontrast.

Il I I N .

[N [Mp [mq [p [Ny [np[ng[mp[ny|

Abb.4: Amplitudengitter (oben) und
Phasengitter (unten)
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Die mathematisch exakte wellenoptische
Beschreibung der Bildentstehung zeigt, dass
bei einem Amplitudengitter das gebeugte
Licht im reellen Zwischenbild gegeniiber dem
ungebeugten um 180° (4/2) phasenverschoben
ist, bei einem Phasengitter dagegen um 90°
(A/4). Beim Phasenkontrastverfahren nach
ZERNIKE (Nobelpreis 1953) wird durch einen
Trick die Phasendifferenz zwischen gebeug-
tem und ungebeugtem Licht um 90° ver-
grofert - dadurch wird aus dem Phasenkon-
trast ein Amplitudenkontrast, d.h. Phasen-
objekte werden sichtbar.

An die Stelle der Aperturblende (siche Abb.3)
wird eine Ringblende in den Strahlengang
gebracht, hierdurch wird das Pridparat mit
einem Strahlenbiindel in Form eines Kegel-
mantels beleuchtet. Die ungebeugten Strahlen
durchlaufen in der hinteren Brennebene des
Objektives eine Ringfliche. An dieser Stelle
befindet sich im Objektiv ein A/4-Phasenring,
der die Phase der ungebeugten Strahlen
gegeniiber dem iiberwiegendem Anteil der
gebeugten Strahlen um -90° verschiebt.

Eine weitere Kontraststeigerung erzielt man
durch eine Schwichung des ungebeugten
Lichtes durch den leicht grau getonten Pha-
senring. (Nur deshalb kann man ihn sehen;
siche Abschnitt 4.3.)

2.5.3 Polarisationskontrast:

Schickt man natiirliches Licht durch ein
Polarisationsfilter (den Polarisator P), so
erhidlt man linear polarisiertes Licht (siche
Versuch O 10).

Liasst man dieses Licht auf ein zweites Polari-
sationsfilter (den Analysator A) fallen, so wird
es nur dann ungehindert hindurch gelassen,
wenn die Durchlassrichtung des Analysators
parallel zu der des Polarisators ist. Ist die
Durchlassrichtung des Analysators dagegen
um 90° gedreht (,,gekreuzte Stellung* von P
und A), so wird das Licht vollstdndig ausge-
16scht.

Fiir den qualitativen Polarisationskontrast ist
ein Mikroskop mit einem Polarisator in der
Beleuchtungseinrichtung und eine Analysator
oberhalb des Objektivs ausgeriistet. Beide

befinden sich in gekreuzter Stellung, so dass
das Gesichtsfeld ohne Priparat dunkel bleibt.
Wenn aber Strukturen im Préparat die Polari-
sationsrichtung des Lichtes verdndern, dann
wird dieses Licht im Analysator nicht mehr
ausgeloscht, und die Strukturen erscheinen
hell oder in charakteristischen Interferenz-
farben.

Ein ,,Polarisationsmikroskop™ (Versuch O11) besitzt
dariiber hinaus Einrichtungen zum Messen von
Winkeln und einen drehbaren Probentisch; dieses ist
in der Medizin und Biologie meist nicht notwendig
und wird hier nicht besprochen.

Die Polarisationsrichtung kann durch zwei
physikalische Effekte beeinflusst werden:

(1) Optischer Aktivitdt ist die Eigenschaft
bestimmter asymmetrisch aufgebaute Kristalle
oder organischer Stoffe mit asymmetrischem
Kohlenstoffatom (z.B. Zucker), beim Durch-
gang von linear polarisiertem Licht dessen
Schwingungsrichtung zu drehen. Siehe hierzu
Versuch O10.

(i) Doppelbrechung ist eine Eigenschaft
optisch anisotroper Stoffe. Diese besitzen fiir
verschiedene  Schwingungsrichtungen des
Lichtes unterschiedliche Brechzahlen. Da-
durch werden unpolarisierte Lichtstrahlen in
zwei zueinander senkrecht linear polarisierte
Teilbiindel aufgespalten.

Ursachen fiir die Doppelbrechung sind asym-
metrische Kristallgitter (z.B. bei Kalkspat),
mechanische Spannung (,,Spannungsdoppel-
brechung®) oder ein submikroskopisch aniso-
troper Aufbau (,,Formdoppelbrechung®).
Letzteres tritt hdufig bei biologischen Mate-
rialien auf, die eine geschichtete- oder Faser-
struktur besitzen(z.B. Muskelfasern, Nerven-
fasern, Kollagenfasern).

Abb.5 zeigt die Schwingungsrichtungen des
Lichtes, wenn eine diinne doppelbrechende
Platte der Dicke d zwischen gekreuzte Polari-
satoren (P und A) gebracht wird. Hinter dem
Polarisator P hat das Licht die Schwingungs-
richtung L. Beim Durchgang durch die Platte
wird es in zwei Strahlen aufgespalten, die
senkrecht zueinander polarisiert sind (Schwin-
gungsrichtungen L, und L,). Aufgrund der fiir




Optik und Strahlung

O 4 Mikroskop

beide Strahlen unterschiedlichen Brechzahlen
n, und n, besteht zwischen ihnen nach Austritt
aus der Platte ein Gangunterschied

5:d-(nl—n2) (6)
bzw. eine Phasendifferenz von
o d
(0:2717:2%7-(111—1@2). (7)

Die Phasenverschiebung héngt also von der
Dicke der Platte und von der Wellenldnge 4
des Lichtes ab.

Abb.5: Durch P linear polarisiertes Licht L
wird an einer doppelbrechenden Platte in L,
und L, zerlegt. Durch den gekreuzten Ana-
lysator A gelangen die Anteile L' und L,

Die beiden Teilstrahlen konnen zunichst nicht
miteinander interferieren, da sie senkrecht
zueinander polarisiert sind. (Beide Teilstrahlen
zusammen nennt man auch zirkular bzw.
elliptisch polarisiert.)

Der Analysator lidsst von den beiden Strahlen
jeweils die Anteile L,' und L," hindurch. Da
diese jetzt in gleicher Richtung polarisiert
sind, interferieren sie miteinander.

Das Resultat hingt vom Gangunterschied o
ab. Fiir 0 = 4, 2/, 34, ... verstirken sich beide
Anteile und fiir §="/,4, */,4,°/,A, ... 1dschen
sie sich aus. Im Spektrum des einfallenden
weiBen Lichtes werden sich folglich bestimm-
te Farben ausloschen und andere verstirken.
Gemadl der Physiologie des Auges entstehen
charakteristische =~ Mischfarben. Bei sehr
kleinen Gangunterschieden J < A entstehen

keine Interferenzfarben.

Schwach doppelbrechende Strukturen wie
z.B. Kollagenfasern fiihren also im Polarisa-
tionskontrast zu einer Authellung und kdnnen
dadurch identifiziert werden. Stark doppel-
brechende Strukturen wie manche Kristalle
oder Knochen erscheinen farbig.

Ein Beispiel fiir die Anwendung in der medizi-
nischen Diagnostik ist die Unterscheidung von
Gischt und Pseudogischt anhand der Interfe-
renzfarbe von Kristallnadeln (Natriumurat
bzw. Calciumpyrophosphat) im Gewebe.

3 Versuchsaufbau

3.0 Gerite:

- Mikroskop ,,Axiostar* mit Phasenkontrast-
einrichtung, Okularmikrometer und Analy-
sator eingebaut

- Hilfsmikroskop

- Polarisationsfilter

- Objektmikrometer

- Objekttrager

- Deckglédser

- Préparate: Blutausstrich, Schnitt einer
Maus oder Kaninchenzunge, Hautschnitt,
Sehne, Knochenschnitt, Diatomeen

3.1 Beim Mikroskop Axiostar befindet sich
die Lampe hinter einer Streuscheibe im Mik-
roskopful}, sie muss nicht justiert werden.
Am Kondensor befindet sich ein Blendenre-
volver mit den Ringblenden Ph1, Ph2 und Ph3
fiir den Phasenkontrast sowie den Stellungen
H fiir Hellfeld und DF fiir Dunkelfeld. Die mit
Ph gekennzeichneten Objektive sind fiir
Phasenkontrast geeignet.

Im Tubus des Mikroskops ist der Analysator
fiir den Polarisationskontrast fest eingebaut
Das Polarisator wird bei Bedarf in die Vertie-
fung iiber der Leuchtfeldblende gelegt.

3.2 Das Objektmikrometer flir die Bestim-
mung des Abbildungsmalstabes ist 1 mm
grof3 mit 0,01 mm Teilung, das Okularmikro-
meter 10 mm mit 0,1 mm Teilung.

3.3 Diatomeen sind einzellige Kieselalgen, die
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in mehr als 12.000 Arten praktisch {iberall
vorkommen. Sie weisen in ihrer Schalenkon-
struktion winzige Feinststrukturen von hoher
RegelmiaBigkeit auf und dienen deshalb als
Testobjekte fiir das Auflosungsvermdgen von
Mikroskopobjektiven.

4 Versuchsdurchfithrung

Hinweis:

Um Schiden an den Objekten und Objektiven
zu vermeiden, fithrt man das Objektiv unter
seitlicher Sicht dicht {iber das Préiparat.
AnschlieBend erfolgt die Scharfstellung
durch Vergroflerung des Abstandes.

4.1 Alle Einstellung werden zuerst mit dem
Objektiv 10x durchgefiihrt. Der Kondensor ist
zundchst ganz nach oben zu stellen, der
Revolver muss sich in der Stellung H (Hell-
feld) befinden und die Aperturblende (Hebel
am Kondensorrevolver) soll etwa halb gedff-
net sein.

1. Fokussieren des Okularmikrometers:
Stellen Sie mit dem Beleuchtungsstérkeregler
die Helligkeit geeignet ein. Falls ein Priparat
auf dem Objekttisch liegt, defokussieren Sie
es, so dass es nicht zu sehen ist. Stellen Sie
durch Verdrehen der Augenlinse das Okular-
mikrometer scharf, versuchen Sie dabei
entspannt in die Ferne zu blicken. Das zweite
Okular ist etwa so einzustellen wie das erste.
(Wenn keine Okularmessplatte verwendet
wird entfillt dieser Schritt, statt dessen sind
die Augenlinsen etwa in Mittelstellung zu
bringen.)

2. Legen Sie ein kontrastreiches Praparat (am
besten den Blutausstrich) auf den Objekttisch.
Blicken Sie mit einem Auge in das Okular mit
der Messplatte und fokussieren Sie auf das
Objekt. Blicken Sie nun mit dem anderen
Auge in das andere Okular und stellen Sie,
falls erforderlich, die Bildschirfe durch Ver-
drehen der Augenlinse nach.

3. Schlieflen Sie die Leuchtfeldblende so weit,

dass sie im Sehfeld (zundchst unscharf)
erscheint. Stellen sie dann den Kondensor so
ein, dass die Leuchtfeldblende scharf in der
Bildebene abgebildet wird. Mit Hilfe der
beiden Stellschrauben am Kondensor wird das
Bild der Leuchtfeldblende zentriert.

Danach 6ffnen Sie die Leuchtfeldblende so
weit, dass sie gerade aus dem Bildfeld ver-
schwindet.

4. Entfernen Sie ein Okular. Im Tubus sieht
man nun das Bild der Aperturblende in der
hinteren Brennebene des Objektivs. (Das
ergibt sich aus Abb.3: Strahlen, die von einem
Punkt der Aperturblende ausgehen, sind im
Objekt parallel und werden folglich in der
hinteren Brennebene des Objektivs vereinigt.)
SchlieBen Sie nun die Aperturblende so weit,
bis ihr Rand gerade sichtbar wird. Jetzt ist die
Beleuchtungsapertur gleich der Objektivaper-
tur.

Eine weitere Verringerung der Beleuchtungs-
apertur kann - objektabhingig - erforderlich
sein, um einen ausreichenden Kontrast zu
erzielen. Ein zu groBer Durchmesser der
Aperturblende flihrt zu liberschiissigem Licht,
das nicht zur Abbildung beitrédgt, jedoch als
Streulicht den Kontrast vermindert. Ein zu
kleiner Durchmesser vermindert das Auflo-
sungsvermdgen. In den meisten Féllen erzielt
man einen Kompromiss zwischen maximalem
Auflosungsvermdégen und maximalem Kon-
trast durch folgende Faustregel:

Die Beleuchtungsapertur soll etwa 2/3 der
Objektivapertur betragen.

Die Einstellung der Beleuchtung nach dem
KOHLERschen Prinzip ist damit fiir dieses
Objektiv gewdhrleistet.

Die Zentrierung des Kondensors und die
Einstellung von Leuchtfeld- und Apertur-
blende miissen nach jedem Objektivwechsel
wiederholt werden. Meist reicht es auch aus,
den Kondensor nur fiir das stdrkste Objektiv
zu zentrieren, flir alle anderen Objektive
stimmt die Zentrierung dann ungeféhr.

Die Bildhelligkeit sollte grundsdtzlich nicht
mit Hilfe der Aperturblende sondern mit dem
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Regler (liber dem Schalter) oder mit Hilfe von
Graufiltern eingestellt werden.

4.2 Zur Bestimmung der Abbildungsmal3sta-
be der Objektive wird das Objektmikrometer
auf den Objekttisch gelegt und das Mikroskop
darauf scharf gestellt. Bei richtiger Einstellung
ist keine Parallaxe (Verschiebung zwischen
Okular- und Objektmikrometer bei Anderung
des Blickwinkels) mehr zu sehen.

Beim Vergleich der beiden Skalen wird eine
moglichst grole Gegenstandsgrofle G auf der
Objektmikrometerskale gewdhlt; die da-
zugehorige BildgroBe B ist auf der Okularmi-
krometerskale abzulesen. Diese Messungen
sind fiir alle vier vorhandenen Objektive
durchzufiihren.

4.3 Ein Phasenkontrastobjektiv wird in den
Strahlengang eingeschwenkt; das Okularmi-
krometer durch das Hilfsmikroskop ersetzt
und dieses auf das Phasenplittchen scharf
eingestellt. Das Hilfsmikroskop verdndert den
Strahlengang im Mikroskop so, dass man in
die hintere Brennebene des Objektivs sieht.
Am Blendenrevolver ist die zum Objektiv
passende Ringblende (Phl bzw. Ph2) auszu-
wihlen, die Aperturblende muss dabei voll
geoftnet sein. Kontrollieren Sie, ob beim
Einrasten des Blendenrevolvers das Phasen-
plittchen die Ringblende vollstindig {iber-
deckt. Gegebenenfalls ist die Blende nach
Riicksprache mit dem Betreuer zu justieren
(Justierschliissel erforderlich).

Diese Kontrolle ist fiir alle drei Phasenkon-
trastobjektive durchzufiihren. Setzt man
danach wieder das Okular anstelle des Hilfs-
mikroskops ein, ist das Phasenkontrastmikro-
skop arbeitsfihig.

4.4 Bei der mikroskopischen Untersuchung
von Préparaten beginnt man grundsatzlich mit
der schwichsten VergroBerung. Ist ein Objekt
gefunden und fokussiert, werden bis zur
erforderlichen VergroBerung schrittweise
stirkere Objektive eingesetzt.

Um die verschiedenen Kontrastierungsverfah-
ren kennenzulernen, werden folgende Unter-

suchungen vorgeschlagen (der Betreuer legt
fest, welche durchzufiihren sind):

Vergessen Sie dabei nicht, alle Beobach-
tungen zu protokollieren!

1. Der Blutausstrich ist im Hellfeld zu be-
trachten. In der stérksten VergroBerung wer-
den die Durchmesser von 10 Erythrozyten be-
stimmt. Dabei sollten einzelne, flach liegende
Erythrozyten ausgewdhlt werden.

Es werden die Bildgroen in Skalenteilen
(Skt.) gemessen. Spiter werden daraus mit
Hilfe des Abbildungsmalistabes die Objekt-
groflen berechnet.

2. Im Diatomeen-Préparat sind an mindestens
zweil Objekten die GroBen der Feinstrukturen
unter Verwendung des Objektivs mit der
stiarksten Vergroferung zu messen bzw. zu
schitzen. Suchen Sie die kleinsten noch
erkennbaren Strukturen und schitzen Sie aus
deren GroBe das Auflosungsvermdgen des
Objektivs. Beobachten (und protokollieren)
Sie, wie sich die Anderung der Beleuchtungs-
apertur auf Kontrast und Auflosungsver-
mogen auswirkt. Betrachten Sie das Préaparat
auch im Dunkelfeld. (siche Hinweis unter 5.)

3. Am Phasenkontrast-Préparat (junge Maus
oder Kaninchen-Geschmacksknospen, ge-
kennzeichnet mit PHAKO) ist mit und ohne
Phasenkontrast zu untersuchen, welche
Strukturdetails erkennbar sind. (z.B. be-
stimmte Organe, Zellen, Zellkerne)

4. Der gefirbte Schnitt einer Sehne ist im
Hellfeld und mit Polarisationskontrast zu
betrachten. Dazu wird das Polarisationsfilter
auf die Leuchtfeldblende gelegt und so ge-
dreht, dass das Gesichtsfeld ohne Préparat bei
maximaler Beleuchtungsstirke dunkel ist. Die
Aperturblende muss dazu etwas geschlossen
werden. Die Doppelbrechung im Sehnenge-
webe wird durch Kollagen hervorgerufen.

5. Der gefarbte Knochenschnitt ist im Hell-
feld, Dunkelfeld und Polarisationskontrast zu
untersuchen.

Fiir Dunkelfeldkontrast ist maximale Beleuch-
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tung erforderlich, die Aperturblende muss
vollstandig gedffnet sein. Falls das Gesichts-
feld (mit Préparat) ungleichméBig und/oder
farbig ausgeleuchtet erscheint, muss der
Kondensor etwas verstellt werden. (Die
richtige Zentrierung des Kondensors und
Einstellung der Leuchtfeldblende entspr. 4.1
wird immer vorausgesetzt.)

6. Ein Haar wird mit einem Tropfen Wasser
auf einen Objekttriger gelegt und mit einem
Deckglas abgedeckt. (Ein Deckglas der
Standarddicke 0,17 mm ist erforderlich bei
entsprechend korrigierten Objektiven, die mit
/0.17 gekennzeichnet sind.)

Der Durchmesser des Haares ist an 10 ver-
schiedenen Stellen zu bestimmen.

S Auswertung

5.2 Die AbbildungsmaBstibe der Objektive
werden nach Gl. (3) berechnet und mit den
Angaben auf den Objektiven verglichen.

5.4 Aus den 10 Einzelmessungen der Ery-
throzyten und des Haares sind Mittelwert und
Standardabweichung und daraus m.H. des
Abbildungsmafstabes nach Gl. (3) die Grof3en
in um zu berechnen. Welche Bedeutung hat
hier die Standardabweichung?

Aus der numerischen Apertur des verwende-
ten Objektivs ist nach (4) und nach (5) die

theoretische Auflosung d zu berechnen und
mit dem am Diatomeen-Prédparat abgeschitz-
ten Wert zu vergleichen.
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7 Kontrollfragen

7.1 Wodurch werden die VergroBerung und
das Auflosungsvermdgen eines Mikroskops
bestimmt?

7.2 Was versteht man unter einer forderli-
chen Vergroferung, und wie grof} ist sie bei
einem Objektiv mit Olimmersion (n-sin a =
1,3 ; A=500nm)?

7.3 Wozu dienen Leuchtfeld- und Apertur-
blende?

7.4 Welche Kontrastierungsverfahren gibt es
und wofiir setzt man sie ein?



