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BA310 - die Antwort auf die gestiegenen Anforderungen in der
mikroskopischen Routine

Mit den Modellen der BA310-Serie (BA310 Halogen / BA310 LED / BA310E) ist es Motic gelungen,
innovative Konzepte im Mikroskop-Design mit 0

traditionellen Qualitdtsmerkmalen optimal zu '
kombinieren. Das Resultat ist ein Mikroskop, F
welches fiir die unterschiedlichsten mikroskopi-
schen Aufgabestellungen geeignet ist. Ob Hellfeld,
Dunkelfeld, Phasenkontrast oder verschiedene Arten der
digitalen Dokumentation: ein BA310 lésst sich fiir jedes
gingige Anforderungsprofil passend konfigurieren — und das
zu einem erstaunlich giinstigen Preis.

Die vorliegende Broschiire soll Thnen diese qualitativ hochwer-
tigen Gerite ndher vorstellen und gleichzeitig Hinweise zu
deren Bedienung aus der Perspektive des Praktikers geben.

Christian Linkenheld

Grundlegend fur effizientes Mikroskopieren:
Die mechanischen Komponenten der BA310-Serie

Alle Bedienelemente eines BA310 sind ergonomisch giinstig angeordnet. Grob- und Feintrieb zur Fokus-
sierung des Préparates konnen genauso wie die koaxial angeordneten Triebknopfe des Kreuztisches ermii-
dungsfrei bedient werden. Besonders vorteilhaft ist der Vorwahlanschlag fiir den Grobtrieb. Hierdurch
kann eine eingestellte Fokussierebene - z.B. nach Priaparatwechsel - sofort durch einfaches Betétigen des
Grobtriebes wieder abgerufen werden. Dieses spart Zeit und verhindert eine Kollision des Objektivs mit

—_—— dem Priparat. Weitere giinstige Eigenschaften
sind beispielsweise der nach hinten geneigte
Objektivrevolver fiir bis zu 5 Objektive und ein
mit 30° besonders giinstiger Einblickwinkel des
Beobachtungstubus.

Der Einstellring des Vorwahlanschlages befindet
sich zusammen mit dem Feintrieb auf der rechten
Seite des Stativs.

Zur Fixierung des
Vorwahlanschlages
wird der Ring in
Pfeilrichtung gedreht.
Entgegengesetztes
Drehen 16st den
Vorwahlanschlag.




Stets brillante Bilder:
Die optischen Komponenten der BA310-Serie

Mit der von Motic entwickelten CCIS®-Optik (Color Corrected Infinity System) verfiigt das BA310 {iber
eine besonders flexible und leistungsfahige Optik. Hierbei befindet sich das Préparat in der vorderen
Brennebene des Objektivs. Dieses projiziert ein Bild nach Unendlich (,,00-Strahlenraum®). Erst die
folgende Tubuslinse erzeugt dann das Zwischenbild, welches durch das Okular betrachtet wird. Diese
Konzeption hat im Wesentlichen zwei Vorteile:

X Der oo-Strahlenraum ist in seiner Lénge innerhalb bestimmter Grenzen variabel. Deshalb
konnen hier zusitzliche Bauelemente sehr einfach eingefiligt werden.

X Die Tubuslinse erzeugt ein chromatisch vollig auskorrigiertes Zwischenbild. Dies ist
besonders fiir alle Varianten der Dokumentation sehr giinstig.

Die Motic CCIS - Optik

Brennebene Brennebene

des Objektivs Objektiv Tubuslinse der Tubuslinse

Objektebene co-Strahlenraum Zwischenbild

Passend zur CCIS®-Optik hat Motic die neuen EF-N-Plan-
(BA310 Halogen & BA310 LED) sowie EC-Plan-Objektive
(BA310E) entwickelt. Diese plankorrigierten Objektive liefern bis
zum Bildrand ein kontrastreiches und scharfes Bild. Trotz ihrer
hohen Qualitit sind diese Systeme ausgesprochen preiswert.

StandardmaiBig ist das BA310 mit 10x-
Weitfeld-Okularen der Sehfeldzahl 20
ausgestattet. Hierdurch wird ein grofler
Ausschnitt des Priaparates sichtbar. Da die
Objektive gleichzeitig sehr gut fiir groBe Sehfelder korrigiert sind, ergénzen sich
Okulare und Objektive zum Vorteil des Anwenders: Priparate lassen sich schneller
durchmustern.

Bedingt durch ihre hohe Austrittspupille sind die Okulare zudem fiir die Benutzung
durch Brillentréger geeignet.




Was bedeuten die Objektivbeschriftungen?

Im Beispiel links bedeuten:
EF-N Plan : Planachromatisches Objektiv aus der EF-N-Plan-Serie

EF-N Plan 40x : VergroBerungszahl des Objektivs *
40X/0.65 0.65 : Numerische Apertur - wichtige MaBzahl fiir das Auflosungsvermogen
: © : Objektiv mit Bildweite Unendlich (hier: CCIS®-Optik von Motic)
0.17 : Notwendige Deckglasdicke in mm — nur bei deren Einhaltung ist eine

optimale Abbildungsqualitit erreichbar

* Die GesamtvergroBerung des Mikroskops ergibt sich aus dem Produkt der Objektiv- mit der
Okularvergroflerung — also z.B. 40 x 10 = 400 fiir die Kombination Objektiv 40x & Okular 10x.

Immer im rechten Licht:
Die Beleuchtung der BA310-Serie

Beim Mikroskopieren erwartet man stets ein gleichmifig ausgeleuchtetes und ausreichend helles Bild.
Der Kontrast darf nicht unter der Entstehung von Streulicht leiden. Zudem soll die Beleuchtung an die
unterschiedlichen Objektive angepasst werden konnen, da nur so eine optimale Bildqualitét erreichbar ist.
Um diese Forderungen zu erfiillen wird bei hoherwertigen Mikroskopen ein Beleuchtungssystem nach
dem Kohlerschen Prinzip eingesetzt (,,Kohlersche Beleuchtung®). Auch das BA310 besitzt diese leis-
tungsfihige Beleuchtungseinrichtung, deren Bedienelemente die folgende Darstellung zeigt.

Yo 'an | EE-NPlan o

F v
=270 1 40x10.25

Knepf fir die
Héhenverstellung
des Kondensors

Randelring zur Verstellung N
der Aperturblende

Kondensor

Zentrierschrauben
fiir den Kondensor

Réandelring zur Verstellung
der Leuchtfeldblende

Im Praxisteil dieser Broschiire (,,Mit dem BA310 mikroskopieren®) werden Einstellung und richtige
Handhabung der Kohlerschen Beleuchtung des BA310 Schritt fiir Schritt erklért.

Komplettiert wird die Beleuchtung durch eine regelbare 6V/30W-Halogenlampe (BA310 Halogen) oder
eine 3W LED-Leuchte (BA310 LED). Diese Lichtquellen sorgen auch bei der Anwendung lichtschlu-
ckender Kontrastverfahren stets fiir ein ausreichend helles Bild. Das BA310E ermoglicht dartiber hinaus
wahlweise die Verwendung der erwdhnten Halogen- oder LED-Leuchte. Der Wechsel erfolgt einfach
durch den Tausch der Halogengliihbirne gegen ein LED-Modul.



Mit dem BA310 mikroskopieren — das Mikroskop optimal an Nutzer und
Praparat anpassen

Sicherlich kennen auch Sie diese Szene aus so manchem Fernsehkrimi: Der Pathologe wird von seinem
Assistenten ans Mikroskop gerufen und blickt dann ohne dieses zu beriihren mit hinter dem Riicken
verschriankten Armen durch das Mikroskop. Aber so einfach geht es in der Praxis leider nicht. Préparate
unterschiedlicher Charakteristik werden von Menschen mit jeweils individuellen Eigenschaften (Augen-
abstand, Fehlsichtigkeiten...) untersucht. Um stets optimale Beobachtungsmdglichkeiten zu erreichen
muss das Mikroskop an Préparat und Nutzer angepasst werden. Hierzu verfligt das BA310 tiber verschie-
dene Einstellmoglichkeiten. Das Mikroskopieren verlduft deshalb nicht ganz so beriihrungsfrei wie bei
unserem ,,Krimipathologen®. Vielmehr befinden sich die Hinde im fortwahrenden Dialog mit dem Mikro-
skop. Damit sich beide auch richtig verstehen, muss man Bedeutung und Funktion der Einstellmdglich-
keiten kennen. Durch optionales Zubehor ldsst sich ein BA310 zudem flexibel an unterschiedlichste
Aufgabenstellungen anpassen.

Wichtig fur den richtigen Durchblick:
Das BA310 individuell einstellen

Neben einer giinstigen und entspannten Sitzhaltung ist die richtige Einstellung des Beobachtungstubus
unabdingbar fiir angenehmes und effizientes Mikroskopieren. Bringen Sie zundchst das Objektiv 10x in
den Strahlengang (1). Bewegen Sie den Kondensor durch Drehen
am Einstellknopf (2) in seine hochste Position unmittelbar unter
dem Kreuztisch. Drehen Sie dann den Réndelring des Konden-
sors so, dass dessen Pfeilmarkierung etwa auf 0.2 in der dariiber
liegenden Skala zeigt (3) .

Schalten Sie die Beleuchtung des BA310 ein. Achten Sie darauf,
die Helligkeit nicht zu hoch einzustellen.

Blicken Sie mit beiden Augen in das Mikroskop. Sollte das Bild
vollig dunkel sein, miissen Sie evtl. die Leuchtfeldblende im
Mikroskopful3 6ffnen. Drehen Sie hierzu am Réndelring zur
Verstellung der Leuchtfeldblende. Verdndern Sie nun den Augen-
abstand (4) des Tubus so, dass Sie mit beiden Augen einen
gemeinsamen hellen Kreis sehen. Der Augenabstand zwischen
den beiden Okularen ist fiir Sie nun richtig eingestellt.

Legen Sie dann ein Praparat auf den Kreuztisch des
Mikroskops und fixieren Sie es mit dem Objekthalter.
Fokussieren Sie mittels Grob- und Feintrieb das
Praparat. Dann blicken Sie mit nur einem Auge (z.B.
linkes Auge durch das linke Okular — rechtes Auge
schlieBen) durch das Mikroskop und stellen ein
Praparatdetail durch Betdtigen des Feintriebes scharf.
Merken Sie sich die Position dieses Details und
blicken Sie nun mit dem anderen Auge durch das
Mikroskop (im Beispiel: rechtes Auge durch rechtes
Okular — linkes Auge geschlossen). Stellen Sie dann
das Préparat durch Drehen am Dioptrienausgleich des
Okulars scharf (5).

Sollten Sie eine besonders starke Fehlsichtigkeit bzw. einen ausgepriagten Astigmatismus haben, miissen
Sie auch beim Mikroskopieren die Brille aufsetzen.



Vielen Mikroskopikern ist die Kohlersche Beleuchtung ein Begriff. Sie hat sich als beste Beleuchtungsva-
riante in der Mikroskopie etabliert und findet sich auch bei den Motic-Mikroskopen der BA310-Serie
wieder. Wesentlich fiir das ,,Kohlern - so nennt man die Einstellung der Kohlerschen Beleuchtung - ist
die richtige Handhabung und Einstellung zweier Blenden:

» Die Leuchtfeldblende begrenzt das im Praparat ausgeleuchtete Feld gerade auf den im mikroskopi-
schen Bild sichtbaren Bereich. Hierdurch wird die Entstehung von Kontrast minderndem Streulicht
weitgehend unterbunden. Gleichzeitig wird das Préaparat vor der Einwirkung des intensiven Mikro-
skoplichtes geschiitzt.

» Die Aperturblende des Kondensors bestimmt sehr weitgehend wichtige qualitative Aspekte der
Beleuchtung. Mit ihr wird der jeweils optimale Kompromiss aus Auflosung und Kontrasteindruck
eingestellt. Die im konkreten Fall richtige Stellung dieser Blende ist vom jeweiligen Objektiv und
der Charakteristik des Praparates abhingig.

Die nachfolgende Darstellung zeigt Thnen das Kohlersche Beleuchtungsprinzip eines BA310 am Beispiel
eines Priparatpunktes, der genau am Rand des sichtbaren Bildausschnitts liegt. Es wird deutlich, dass die
vom Rand der Leuchtfeldblende im Mikroskopfuf3
Netzhaut (TN ausgehenden Strahlen durch den Kondensor in der
Auge . __ Préaparatebene wieder zusammengefiihrt werden.
e Hier entsteht deshalb ein Bild der Leuchtfeldblende.
In der Ebene des Zwischenbildes findet sich
Okular wiederum ein Abbild dieser Blende — diesmal
Zwischenbild S zusammen mit dem betrachteten Priparatausschnitt.
Letztmalig formt dann bei der visuellen Mikroskopie
das Auge ein Bild von Leuchtfeldblende und

Tubuslinse Priparat. Bei richtig eingestellter Kohlerscher
Beleuchtung sieht man somit - je nach Offnungs-
weite der Blende - nicht nur das Priparat, sondern

o= bl auch ein Bild der Leuchtfeldblende bzw. der Blen-
denréinder.
Objektiv q1s e e s .
Préparatebene y Vplllg anders ist die Situation bei de.r Aperturl?lende.
Diese befindet sich aus der Perspektive des Mikro-
Kondensor

skopikers innerhalb des Strahlenganges an einem
Aperturblende Punkt maximaler Unschérfe. Die Blende selbst bleibt
somit immer unsichtbar. Ihre Stellung wirkt sich
aber dennoch ganz wesentlich auf die Charakteristik
des mikroskopischen Bildes aus. Wird die Blende
geschlossen, nimmt der Kontrasteindruck zu. Die
Auflésung des mikroskopischen Bildes geht jedoch
Kollektor zuriick. Beim Offnen der Blende ist dann die gegen-
laufige Verdnderung des Bildes feststellbar. Ab
einem bestimmten Punkt nehmen dann Uberstrah-
lungen im Bild massiv zu.

Leuchtfeldblende

Lichtquelle

Die Aperturblende wirkt sich auch auf die Helligkeit des mikroskopischen Bildes aus. Je weiter die
Blende geschlossen wird, desto dunkler wird das Bild. Dieser Effekt verfiihrt viele Mikroskopiker falsch-
licherweise dazu diese Blende zur Regulierung der Helligkeit zu verwenden. Die Helligkeit wird jedoch
prinzipiell durch den eingebauten Regler kontrolliert. Eine Verschiebung der Farbtemperatur ins Rotliche
wird durch Konversionsfilter (,,Blaufilter) ausgeglichen. Bei Verwendung einer LED-Beleuchtung tritt
nahezu keine Verdanderung der Farbtemperatur auf, was den Einsatz eines Filters iiberfliissig macht.



Nach der Theorie nun die Praxis:
Die Kohlersche Beleuchtung am BA310 einstellen

Nachfolgend wird die Einstellung der Kohlerschen Beleuchtung Schritt fiir Schritt beschrieben - beispiel-
haft fiir das Objektiv 10x.

1

Objektiv 10x in den Strahlengang
einschwenken, Priparat auf den
Kreuztisch auflegen, Beleuchtung
einschalten und die Leuchtfeld-
blende ganz 6ffnen. Dann das Pré-
parat scharf stellen.

2

Leuchtfeldblende ganz schlieBen.
Es erscheint ein heller, unscharfer
Lichtfleck im Préparat. Wenn der
Kondensor sehr stark dezentriert
ist, bleibt das Bild vollig dunkel.
Durch Zentrierung des Konden-
sors muss dann der Lichtfleck in
das Bild gebracht werden (siehe
Schritt 4).

3

Kondensor so in der Hohe verstel-
len, dass der Lichtfleck scharf ab-
gebildet wird. Die Begrenzung des
Lichtflecks wird deutlich sichtbar
durch die Lamellen der Leucht-
feldblende bestimmt.

4

Durch Betitigen der Zentrier-
schrauben des Kondensortréigers
das Bild der Leuchtfeldblende in
das Zentrum des Gesichtsfeldes
bringen. Danach die Leuchtfeld-
blende so weit 6ffnen, dass diese
gerade aus dem Gesichtsfeld ver-
schwindet.

5

Die Aperturblende des Konden-
sors so einstellen, dass Kontrast
und Auflosung optimal abge-
stimmt sind. In unserem Beispiel
fiir das Objektiv 10x muss hierzu
die Markierung auf den Bereich
zwischen 0,15 und 0,20 der Skala
zeigen.




Im letzten Schritt zur Einstellung der Kohlerschen Beleuchtung wurde fiir das Objektiv 10x eine ganz
bestimmte Stellung der Aperturblende empfohlen (0,15 — 0,2). Wieso gerade diese Stellung? Was
bedeuten eigentlich die Zahlen auf der Skala des Kondensors?

Eine Betrachtung des Strahlenganges zur Kohlerschen Beleuchtung auf Seite 6 verdeutlicht, dass ein
Punkt in der Priparatebene durch einen Strahlenkegel beleuchtet wird. Erfolgt eine Anderung der Stel-
lung der Aperturblende, so verdndert sich auch dieser Strahlenkegel. Je weiter die Blende gedffnet wird,
desto stumpfer (groBBer) wird der Winkel an der Kegelspitze. Bei fast geschlossener Blende wird der
Kegel sehr schmal und der Winkel an seiner Spitze sehr klein. Die Skala des Kondensors zeigt nun den
Sinus des halben Winkels der Kegelspitze an (= ,,Beleuchtungsapertur®). Bei fast geschlossener Blende ist
die Beleuchtungsapertur ndherungsweise 0. Bei sehr weit gedftneter Aperturblende erreicht die Beleuch-
tungsapertur als Maximalwert 0,9.

Vom Préparat ausgehend verlauft nun wiederum ein Strahlen-
kegel, der dann vom Objektiv aufgenommen wird. Beide Kegel
besitzen an ihren Spitzen identische Winkel. Ein Objektiv kann
nur Strahlenkegel bis zu einem bestimmten Maximalwinkel der
Kegelspitze aufnehmen. Dieser Winkel ist im Falle des Objek-
tivs eine konstante GroBe (=,,Offnungswinkel“ 2a ). Berechnet
man analog zum Kondensor wiederum den Sinus des halben eEa—
Offnungswinkels des Objektivs, gelangt man zu dessen ,,nume- 2a
rischer Apertur (NA = sin(a) = ,,0Objektivapertur®).

Objektiv

Praparat

Die Aufgabe der Aperturblende des Kondensors besteht darin, die Beleuchtungsapertur an die numerische
Apertur des jeweils verwendeten Objektivs anzupassen. Die besten Bildresultate erhdlt man dann, wenn
die Beleuchtungsapertur etwa 2/3 der numerischen Apertur des Objektivs betrdgt. Die numerische Apertur
des Objektivs 10x wird mit 0,25 angegeben. Deshalb wurde als Stellung der Aperturblende ein Wert
zwischen 0,15 und 0,20 gewahlt.

Objektiv

Praparat

Kondensor

Apertur-

Die obige Abbildung verdeutlicht die Wirkung der Aperturblende. Links ist die Blende nahezu
geschlossen und das Priparat wird nur durch einen sehr schlanken Lichtkegel beleuchtet. In der Mitte ist
die Einstellung so gewihlt, dass die Beleuchtungsapertur etwa 2/3 der Objektivapertur betrigt. Die
Abbildung ganz rechts zeigt identische Werte fiir Beleuchtungs- und Objektivapertur.

Die nachfolgende Bildsequenz aus drei Aufnahmen wurde mit dem Objektiv EF-N Plan 40x erstellt. Die



numerische Apertur dieses Objektivs betrdgt 0,65. Die Aufnahmen unterscheiden sich lediglich in der
eingestellten Beleuchtungsapertur (von links nach rechts: 0,2 — 0,45 — 0,9). Bei der fiir dieses Objektiv zu
geringen Beleuchtungsapertur von 0,2 werden Kontraste iibersteigert und alle Strukturen sind von
Sdumen umgeben. Das Bild wirkt vergrobert und hat eine geringe Auflosung. Bei der zu gro3en Beleuch-
tungsapertur rechts kommt es zu einem sehr flauen und kontrastschwachen mikroskopischen Bild.
Optimal ist dagegen das Ergebnis bei einer Beleuchtungsapertur von 0,45. Auflésung und Kontrast
befinden sich beide auf einem ausgeglichenen, hohen Niveau.

Warum haben nicht alle Objektive die gleiche numerische Apertur?

Mikroskope sollen Objekte vergroBert sichtbar machen. Die Vergroflerung muss natiirlich in der Weise erfol -
gen, dass die zu vergroBernden Details im Bild auch hinreichend gut aufgeldst werden. Beide Qualititen eines
Objektivs - VergroBerung und Aufldsungsvermdgen - sind zunéchst tatséchlich vollig von einander unabhéngig.
Stellen Sie sich beispielsweise das Bild einer Digitalkamera mit ganz wenigen Megapixeln vor. Prinzipiell kon-
nen Sie auch deren Bilder fiir die Produktion gro3formatiger Poster verwenden. Das Resultat wird aber unter
der geringen Auflosung der Kamera leiden. Man spricht hierbei auch von ,,leerer Vergroferung®.

Ganz dhnlich verhélt es sich bei Mikroskopobjektiven. Mit zunehmender Vergroferung wachsen auch hier die
Anforderungen hinsichtlich des Auflosungsvermogens. Das Auflosungsvermogen eines Mikroskopobjektivs
wird direkt durch dessen numerische Apertur bestimmt. Deshalb verfiigen stérker vergroBernde Objektive in
der Regel auch iiber groBere numerische Aperturen. Man konstruiert Objektive fiir die Mikroskopie deshalb so,
dass Vergrofierung und numerische Apertur in einem sinnvollen Verhéltnis zu einander stehen.

Man kann das Auflosungsvermdgen eines Objektivs anhand dessen numerischer Apertur und der
Beleuchtungsapertur berechnen. Die Formel lautet:

A
= NA + BA
d :Auflésung in pm
A : Wellenlénge des Lichtes in pm *
NA : numerische Apertur des Objektivs * Die ,mittlere” Wellenliinge des
BA : mit dem Kondensor eingestellte Beleuchtungsapertur sichtbaren Lichtes betrigt 0,55um

Da die Beleuchtungsapertur maximal auf den Wert der numerischen Apertur des Objektivs eingestellt
wird, vereinfacht sich die Formal zu:
A

d=-NA




Die numerische Apertur des Objektivs und die Beleuchtungsapertur bestimmen die Auflésung im mikro-
skopischen Bild. Um diesen Zusammenhang zu verstehen muss man wissen, dass das Mikroskoplicht
durch die Strukturen eines Praparates nicht nur absorbiert, sondern auch abgelenkt wird. Man spricht
hierbei von ,,Beugung®. Die Beugung, also die Ablenkung gegeniiber der urspriinglichen Richtung des
Lichtes, ist an feinen Objektdetails stirker als an groberen Strukturen.

Das mikroskopische Bild entsteht durch die Vereinigung des gebeugten Lichtes mit dem direkten, nicht
gebeugten Mikroskoplicht im Zwischenbild. Man kann in diesem als Interferenz bezeichneten Vorgang
eine Rekonstruktion der Lichtverhiltnisse aus der Praparatebene sehen. Diese Rekonstruktion ist umso
detailierter (hoher aufgeldst), je mehr und je stiarker gebeugtes Licht in diese miteinbezogen wird.
Deshalb 16sen Objektive mit einem groBeren Offnungswinkel auch héher auf als solche mit einem gerin-
geren Offnungswinkel.

Die Auflosung steigt noch weiter,
wenn das direkte Mikroskoplicht
geneigt gegeniiber der optischen
Achse verlduft und somit schrig
auf das Objektiv trifft. Diesen
2a Umstand verdeutlicht die nebenste-
hende Abbildung. Links ist die
Kondensorblende nahezu
geschlossen und es kann vom
Objektiv nur gebeugtes Licht
aufgenommen werden, das
maximal um den Winkel o gegen-
Kondensor iiber dem direkten Licht abgelenkt
ist. Wenn dagegen die Apertur-
Apertur- blende des Kondensors so weit
blende 4 = geoffnet ist, dass Beleuchtungsa-
pertur und Objektivapertur
identisch sind (Abbildung oben rechts), kann auch gebeugtes Licht in das Objektiv eintreten, welches um
den Offnungswinkel 20, vom direkten Licht abgelenkt ist. Aus diesem Grund verbessert sich die Auflo-
sung im mikroskopischen Bild durch das Offnen der Aperturblende.

Objektiv

J
)

Praparat

In der nachfolgenden Tabelle finden sich die theoretisch mdglichen Auflosungen fiir die Objektive EF-N
Plan und EC Plan von Motic. In der Praxis werden diese Werte jedoch nicht ganz erreicht, da beispiels-
weise aus Griinden des Bildkontrastes die Beleuchtungsapertur geringer als die numerische Apertur des
Objektivs eingestellt wird.

Objektiv / NA Auflosung (pm)

4x /0,1 2,8
10x /0,25 1,1
20x /0,45 0,61
40x /0,65 0,42
60x /0,80 0,34
100x(O1) / 1,25 0,22

Das Auflésungsvermogen eines Objektivs wird direkt durch dessen numerische Apertur festgelegt. Der
diese bestimmende Offnungswinkel kann keine Werte iiber 180° annehmen. Somit ergibt sich nach dem

1"



bisher Gesagten eine maximal mdgliche numerische Apertur fiir ein Objektiv von 1. Betrachtet man
jedoch beispielsweise das EF-N-Plan-Objektiv 100x von Motic, so befindet sich dort als Angabe fiir die
numerische Apertur der Wert ,,1.25%. Etwas kann hier also ,,nicht stimmen*.

Die Losung dieses Rétsels findet sich als weitere Aufschrift direkt hinter der numerischen Apertur. Dort
steht ndmlich noch das Wortchen ,,0il*“. Dieses besagt, dass es sich bei dem vorliegenden Objektiv um ein
,Immersionsobjektiv* handelt. Bei diesen Objektiven muss ein Tropfen Immersionsdl zwischen Objektiv
und Priparat aufgebracht werden. Dieses Ol hat mit 1.515 einen wesentlich héheren Lichtbrechungsindex
als Luft (1.0). In die Berechnung der numerischen Apertur geht neben dem Offnungswinkel nimlich auch
noch der Lichtbrechungsindex des Mediums zwischen Objektivfrontlinse und Préparat ein.

Da sich hier normalerweise Luft mit dem Brechungsindex 1.0 befindet, kann man diesen Faktor vernach-
lassigen. Bei Immersionsobjektiven erreicht man durch das Ol jedoch bei ansonsten gleichem Offnungs-
winkel eine grofere numerische Apertur und ein verbessertes Auflosungsvermogen.

Das Auflésungsvermdgen berechnet sich dann aus dem Produkt des Lichtbrechungsindex mit dem Sinus
des halben Offnungswinkels:
NA=n-sina

Objektiv -
Luft n=1.0 ~ n=1.515  Immersionsdl
Deckglas n~1.5 \ n~1.515 |

Die Wirkung der Immersion besteht darin, die Lichtbrechung zwischen Deckglas und Objektiv zu unter-
binden. In der Abbildung oben wird dieser Sachverhalt verdeutlicht. Die rechte Objektivhilfte zeigt die
Verhéltnisse beim Immersionsobjektiv und die Linke bei einem Objektiv ohne Immersion (= ,, Trockenob-
jektiv). Es ist erkennbar, dass bei einem identischen Offnungswinkel Licht in das Immersionsobjektiv
gelangen kann, das beim Trockenobjektiv durch Lichtbrechung an der Grenze zwischen Deckglas und
Luft am Objektiv vorbeilduft (1), oder gar durch Totalreflexion nicht nach oben aus dem Deckglas austritt
(2). Hierdurch kann ein Objektiv fiir Olimmersion bei gleichem Offnungswinkel noch stiirker gebeugtes
Licht aufnehmen als ein Trockenobjektiv, wodurch die Auflosung erhoht wird.

Wenn Sie ein Préparat mit dem Immersionsobjektiv 100x
untersuchen wollen, senken Sie zunichst den Objekttisch
durch Betitigen des Grobtriebes ab. Dann bringen Sie
einen Tropfen des im Lieferumfang Thres Mikroskops
enthaltenen Immersionsdls auf das Préparat auf.
Sollten Sie zuvor den Vorwahlanschlag eingestellt haben,
EF.N Plan . konnen Sie die urspriingliche und erneut gewiinschte
10%»;‘1%5“" . Position des Préiparates einfach durch Betétigen des

' Grobtriebes abrufen. Ansonsten miissen Sie zur Vermei-
dung einer Kollision zwischen Objektiv und Préparat
sehr vorsichtig den Objekttisch anheben.
Nehmen Sie die Detailfokussierung mit Hilfe des Fein-
triebes vor und 6ffnen Sie die Aperturblende zunichst
vollkommen. Bei zu geringem Kontrast konnen Sie die
Aperturblende dann je nach Préparatcharakteristik wieder
geringfligig schlieBen. Entfernen Sie nach der Untersuchung das Immersionsdl mit feinem Reinigungspa-
pier vorsichtig von Objektiv und Praparat. Reste des Immersionsols konnen durch behutsame Anwendung
von Wundbenzin entfernt werden.
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VergroRerung alleine genugt nicht:
Die mikroskopische Auflosung in der Praxis

Die beiden obigen Abbildungen zeigen mikroskopische Aufnahmen von Schalen der Kieselalge Pleuro-
sigma angulatum. Links sieht man, dass die Schalen dieser Art ein sehr gleichméafig angeordnetes Punkt-
muster besitzen. In der rechen Aufnahme sind diese Strukturelemente nicht aufgeldst. Beide Aufhahmen
wurden mit dem gleichen Objektiv (EC Plan 40x — NA: 0,65) erstellt. Die mit dem Kondensor einge-
stellte Beleuchtungsapertur ist links 0,5 und rechts lediglich 0,1. Bei identischer Vergroerung unter-
scheiden sich beide Aufnahmen somit deutlich in ihrer Auflésung. Diese ist in der rechten Aufnahme im
Vergleich zur Vergroferung zu gering und man spricht von ,,leerer (mikroskopischer) VergroBBerung®.

Eine leere VergroBerung erhdlt man auch dann, wenn sehr stark vergroflernde Okulare verwendet werden,
da diese das Bild zwar nachvergrof3ern, aber natiirlich keine zusitzliche Auflosung erbringen konnen. Um
einerseits die vom Objektiv erbrachte Auflosung visuell auch zu nutzen, aber andererseits durch die Nach-
vergroBBerung der Okulare nicht in den Bereich der leeren VergroBBerung zu gelangen, sollte die Gesamt-
vergroerung des Mikroskops zwischen dem 500- und dem 1000-fachen der numerischen Apertur des
Objektivs liegen (= Bereich der ,,forderlichen Vergroerung®). Diese Forderung wird am besten durch die
Standardokulare N-WF10X/20 der BA310-Serie erfiillt.

Die stirker nachvergroBernden Okulare N-WF 12,5X und N-WF 15X empfehlen sich ggf. dann, wenn
Préparate untersucht werden sollen, die kleine Einzelobjekte enthalten, wie dies beispielsweise bei der
Mikroskopie von Hefen der Fall ist. Ungeeignet sind diese Okulare in der Regel dagegen bei der mikro-
skopischen Betrachtung histologischer Préparate.
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Nicht zu unterschatzen:
Die richtige Deckglasdicke

Die Objektive der BA310-Serie sind mit ihren wichtigsten Daten beschriftet. Mit Ausnahme des Objek-
tivs 4x findet sich auch immer ,,0.17* als Teil dieser Beschriftung. Dies bedeutet, dass die Objektive fiir
die Benutzung mit Priparaten gerechnet sind, welche mit einem Deckglas der in der Mikroskopie iibli-
chen Dicke von 0,17mm bedeckt sind. Die Lichtbrechung beim Austritt aus dem Deckglas muss bei der
Konstruktion der Mikroskopobjektive beriicksichtigt werden. Dabei ist die Einbeziehung der Deckglas-
dicke in die Optikrechnung ganz besonders wichtig.

Beim Austritt aus dem Deckglas wird das Licht gebro-
chen. Diese Brechung nimmt mit zunehmender
Neigung der Lichtstrahlen ebenfalls zu. Aus diesem

Grund reagieren Objektive mit hoher numerischer

Apertur (groBer Offnungswinkel) besonders empfind- Frontlinse des

lich auf Abweichungen von der vorgesehenen Deck- Objektivs ‘ ‘
glasdicke von 0,17mm. Weniger kritisch ist das Olim- s 2

mersionsobjektiv 100x. Dies hat hat seine Ursache im

Immersionsdl zwischen Deckglas und Objektiv, \
welches eine Lichtbrechung beim Austritt aus dem Dl - )
Deckglas nahezu v6llig unterbindet.

Beim Objektiv 4x spielt die Deckglasdicke keine Rolle, da der Offnungswinkel dieses Objektivs so gering
ist, dass die in dieses Objektiv eintretenden Lichtstrahlen nahezu keine Brechung erfahren.

Die obige Darstellung zeigt eine Schale der Kieselalge Stauroneis phoenicenteron. Beide Aufnahmen
wurden mit dem Objektiv EC Plan 40x und identischer Einstellung von Beleuchtung und Kondensor
erstellt. Durch eine falsche Deckglasdicke erscheint das Bild rechts sehr flau und unscharf.

Fiir die Mikroskopie ohne Deckglas stehen alternativ entsprechende EC-Plan-Objektive zur Verfligung,
die fiir die Benutzung unbedeckter Préparate gerechnet sind (Deckglasdicke ,,0).
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Transparente Objekte sichtbar machen:
Das Phasenkontrastverfahren

Haufig ist man in der Mikroskopie mit weitgehend transparenten Préparaten konfrontiert. Diese heben
sich mangels Kontrastierung kaum vom Bilduntergrund ab. Neben die bereits erwdhnten Anforderungen
,»vergroflern® und ,,Auflosen” tritt dann noch als zusétzliche Erfordernis zur optimalen mikroskopischen
Abbildung die Verbesserung des Kontrastes. Mit dem Phasenkontrastverfahren existiert eine Mdglich-
keit, derartigen Praparaten auf rein optischem Weg zu erheblich besseren Kontrasteigenschaften zu
verhelfen. Die nachfolgenden Bilder zeigen Epithelzellen aus der Mundschleimhaut mit dem BA310
Halogen - links in der Standardausstattung (Objektiv EF-N Plan 40x) und rechts mit einer Phasenkon-
trasteinrichtung.

Um im Phasenkontrast mikroskopieren zu kdnnen muss ein Mikroskop entsprechend ausgestattet sein.
Die Illustration unten zeigt den Strahlengang in einem Phasenkontrastmikroskop. Es unterscheidet sich im
wesentlichen durch zwei Modifikationen von dem bisher
Zwischenbild 7\ beschriebenen Aufbau:

- Die Aperturblende des Kondensors wird durch
eine Ringblende ersetzt.
; G - Im Objektiv befindet sich ein Licht absorbie-
Tubuslinse ' ‘ render Phasenring.

Die Lichtfiihrung im Phasenkontrastmikroskop ist so, dass
das von der Phasenblende des Kondensors ausgehende Licht
den Phasenring des Objektivs durchlduft und von diesem in

Phasenring ganz bestimmter Weise modifiziert wird. Licht, welches

Objektiv l _ j durch die Préparatstrukturen abgelenkt (,,gebeugt) wird und
trotzdem ins Objektiv gelangt, durchlduft in der Regel nicht
den Phasenring. Die theoretischen Grundlagen zum Phasen-

Praparatebene ~ 9°Peudtes Licht kontrastverfahren sind ziemlich kompliziert. Das Grund-
prinzip ist jedoch einfach:

Kondensor ' .‘
Das direkte Licht wird im Phasenring selektiv modifiziert
und geschwicht. Das gebeugte Licht bleibt unbeeinflusst.

. Beide Lichtanteile interagieren dann zum kontrastreichen
Flaple e e == Phasenkontrastbild.

(=Phasenblende)
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Phasenkontrast mit der BA310-Serie:
Das Zubehor

Die zur Grundausstattung eines Mikroskops notwendige Ergidnzung fiir die Phasenkontrastmikroskopie
umfasst spezielle Objektive mit einem eingebauten Phasenring und Kondensoren, die iiber Ringblenden
verfiigen. Zusitzlich empfiehlt sich noch das ebenfalls als Zubehor erhiltliche Zentrierteleskop ,,CT*,
welches ein besonders komfortables Zentrieren der Phasenkontrasteinrichtung ermdéglicht.

Fiir das BA310 von Motic existieren mehrere als Zubehor erhéltliche Ausstattungen fiir die Phasenkon-
trastmikroskopie. Neben einer ,,grolen* Phasenkontrasteinrichtung, bestehend aus einem speziellen
Universalkondensor (sieche Seite 18) und 4 Phasenkontrastobjektiven (10x/20x/40x/100x), sind mehrere
»einfache* Phasenkontrasteinrichtungen erhéltlich.

Beispielhaft soll hier zunédchst das Phasenkontrast-Set aus zwei
Objektiven 10x und 40x vorgestellt werden. Die Objektive aus der
EC-H-Plan-Serie fiir Phasenkontrast unterscheiden sich duflerlich von
den Standardobjektiven der EC-H-Plan-Serie fiir Hellfeld-Mikro-
skopie durch ihre griine Aufschrift und den Zusatz ,,Ph1‘ bzw. ,,Ph2*.
Der zuletzt erwihnte Teil der Objektivbeschriftung benennt die fiir
das betreffende Objektiv erforderliche Phasenblende (Phl fiir 10x /
Ph2 fiir 20x und 40x / Ph3 fiir 100x).

Komplettiert wird das Set durch einen Phasenschieber, der in einen
Schlitz des serien-

mafigen Kondensors geschoben wird. Dieser
Schieber verfligt iiber zwei Ringblenden —
eine kleinere fiir das Objektiv 10x und eine
grofere fiir das Objektiv 40x. Zwischen
beiden Ringblenden befindet sich noch eine
Leerstelle.

Bevor man mit der Mikro-
skopie im Phasenkontrast
beginnen kann, muss der
Phasenschieber montiert
werden. Hierzu entfernt man
am Kondensor eine kleine
Schutzabdeckung aus Kunst-
stoff. Damit man den Schieber
in den nun zugénglichen
Schlitz einfiihren kann, wird
eine seiner beiden seitlichen
Schrauben entfernt. Mit den
beiden Gravuren ,,Ph1° und
,,Ph2° nach vorn wird der
Phasenschieber in den Aufnah-
meschlitz geschoben. Zuletzt
wird die zuvor entfernte seitliche Schraube des Schiebers wieder befestigt. Wenn Sie zusitzlich zum
Schieber noch die Phasenkontrastobjektive 10x und 40x am Objektivrevolver eingeschraubt haben, ist Ihr
BA310 fiir die Phasenkontrastmikroskopie vorbereitet. Allerdings miissen Sie noch etwas Vorarbeit
leisten, bevor Sie IThre Untersuchungen in diesem Kontrastverfahren durchfiihren konnen. Die Ursache
liegt im besonderen Strahlengang des Phasenkontrasts. Der Phasenring des Objektivs und die zugehdrige
Ringblende im Kondensor miissen exakt zu einander ausgerichtet sein. Um dies zu gewéhrleisten wird die
Zentrierung der Ringblenden erst nach der Montage des Schiebers im Kondensor vorgenommen.
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Phasenkontrast mit dem BA310:
Die Handhabung

Nachfolgend wird die Zentrierung der Phasenblende fiir das Objektiv 40x beschrieben. Diese Zentrierung
muss einmalig nach der Montage des Schiebers fiir jedes Phasenkontrastobjektiv (hier: 10x und 40x)
vorgenommen werden.

Zunichst befindet sich der Phasenschieber noch in der
| Position fiir die konventionelle Durchlichtmikroskopie,
. welche zur Abgrenzung vom Phasenkontrast auch als

| ,Hellfeld* bezeichnet wird. Dabei befindet sich die
Leerstelle des Schiebers im Strahlengang (Abbildung
Bl links). Die Aperturblende ist auf eine

- Beleuchtungsapertur von knapp 0.4 eingestellt.

Um zum Phasenkontrastverfahren zu wechseln wird die
rechte Ringblende (Aufschrift ,,Ph 2) in den
Strahlengang gebracht. Der Schieber rastet hierbei
deutlich ein. Zur Vermeidung von Stérungen bei der
Bildentstehung wird die Aperturblende vollig gedftnet.
Blickt man nun durch das Mikroskop, wird man
vermutlich ein Bild &dhnlich der Abbildung rechts sehen.
Der Phasenring ist nicht richtig zentriert und die
Objekte sind typischerweise einseitig aufgehellt.

f Die Zentrierung der Ringblende erfolgt mittels zweier
| Inbusschliissel (im Lieferumfang enthalten). Um die

' zugehorigen Zentrierschrauben des Schiebers zu sehen
empfiehlt es sich, beim Anbringen der Inbusschliissel
E jeweils leicht von der Seite auf den Kondensor zu
blicken.

Durch Drehen an den Inbusschliisseln wird erreicht,
dass sich schlieSlich ein Bild wie rechts dargestellt
zeigt. Die Ringblende ist dann zentriert. Die gleiche
Vorgehensweise muss dann noch mit dem
Phasenkontrastobjektiv 10x in Kombination mit der
zugehorigen kleineren Ringblende ,,Ph1* erfolgen.
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Exakter und komfortabler: Die Phasenblende mit dem Zentrierteleskop zentrieren

Die zuvor beschriebene Methode zum Zentrieren der
Phasenblende kann mitunter recht mithsam sein. Mehr
Komfort und Sicherheit bietet die Zentrierung mittels
des Zentrierteleskops ,,CT*, welches als Zubehor er-
haltlich ist. Hierbei handelt es sich um ein spezielles
Okular, mit dem der Abgleich von Phasenring und Pha-
senblende direkt kontrolliert werden kann. Dies ist be-
sonders dann zu empfehlen, wenn mehrere Gerite be-
treut werden miissen.

Fiir den Zentriervorgang entfernt man eines der beiden
Okulare aus dem Tubusstutzen und ersetzt es durch das
Zentrierteleskop. Nun blickt man bei eingeschalteter
Beleuchtung durch dieses Teleskop und 16st die
Klemmschraube an dessen Seite. Dann bewegt man die
dem Auge zugewandte Linse bis Phasenring und zuge-
horige Phasenblende scharf zu sehen sind. Die Zentrie-
rung erfolgt anschlieBend wie bereits beschrieben.

Klemmschraube

Links: Blick durch das Zentrierteleskop vor
der Justierung der Phasenblende. Der dunkle
Ring ist der Phasenring im Objektiv, der helle
Ring wird durch das von der Ringblende kom-
mende Licht geformt.

Rechts: Nach der Zentrierung der Ringblende
wird deren Bild komplett vom dunklen Pha-
senring tiberdeckt.

Man muss die Dinge nicht immer positiv sehen:
Positiver und negativer Phasenkontrast

Das mikroskopische Bild im Phasenkontrast wird maf3geblich von den Eigenschaften des Phasenringes im
Objektiv bestimmt.

Fiir gewohnlich konstruiert man den Phasenring so, dass stéirker lichtbrechende Bereiche und Strukturen
(z.B. Zellkerne oder Zellrdnder) im mikroskopischen Bild dunkler als deren Umgebung erscheinen. Dies
entspricht am ehesten unserer Seherwartung und das mikroskopische Bilde der meisten Priparate lédsst
sich so am leichtesten interpretieren. Wenn die Objektdetails sich dunkel von einem helleren Bildunter-
grund abheben, spricht man ganz allgemein auch von ,,positivem Kontrast®. Im Falle des Phasenkontrasts
liegt bei einem entsprechend konstruierten Objektiv dann ,,positiver Phasenkontrast vor.

Bei einem Objektiv fiir ,,negativen Phasenkontrast® ist der Phasenring im Objektiv dagegen so konstru-
iert, dass stirker lichtbrechende Bereiche gegen den Bilduntergrund hell kontrastieren.

Obwohl in den meisten Féllen positiver Phasenkontrast zu bevorzugen ist, kann in Abhéngigkeit der
untersuchten Objekte der negative Phasenkontrast bisweilen zu bevorzugen sein. Aus diesem Grund
liefert Motic Objektive fiir beide Phasenkontrastvarianten. Rein du3erlich unterscheiden sich die Objek-
tive durch ein zusitzliches Minuszeichen der Objektivbeschriftung bei den Objektiven fiir negativen
Phasenkontrast. Den Unterschied im mikroskopischen Bild verdeutlicht die Abbildung auf der folgenden
Seite.
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Abbildung oben: links Epithelzellen im positiven und rechts im negativen Phasenkontrast.

Auf was man achten sollte:
Besonderheiten des Phasenkontrastverfahrens

Das Phasenkontrastverfahren ist ein spezielles Verfahren, das besonders fiir diinne, wenig strukturierte
und gleichzeitig weitgehend transparente Untersuchungsobjekte geeignet ist. Hierzu zihlen beispiels-
weise einschichtige Zellkulturen. Fiir dickere und stirker strukturierte Praparate ist dieses Verfahren
hingegen weniger geeignet. Hier liefert oftmals das konventionelle Hellfeld deutlich bessere Ergebnisse.

Da das Phasenkontrastverfahren fiir transparente und somit farblose Objekte verwendet wird, kann man
meistens auf die Farbe als Information verzichten. Deshalb wird fiir das Phasenkontrastverfahren oftmals
ein Griinfilter verwendet. Man erreicht hierdurch einen reinen Helligkeitskontrast mit etwas besserer
Bildschirfe, da die Objektive fiir ,,griines Licht* besonders gut korrigiert sind. Motic liefert fiir diesen
Zweck zwei sehr unterschiedliche Griinfilter — ein einfaches Griinfilter und ein so genanntes ,,Interferenz-
filter”. Letzteres kostet etwas mehr, ist aber dem zuerst erwihnten Filter weit {iberlegen und sollte bei
einer Anschaffung unbedingt bevorzugt werden.

Bisweilen wird vom Einsatz einer LED-Beleuchtung im Phasenkontrast abgeraten, da gerade bei der
Verwendung eines Griinfilters die so genannte ,,Griinliicke* im Spektrum einer LED eine zu geringe Bild-
helligkeit verursacht. Dies gilt zumindest fiir die LED-Versionen der BA310-Serie nicht. Da zugleich bei
einer LED-Beleuchtung praktisch keine Warmestrahlung anfillt, hat diese Lichtquelle in der Phasenkon-
trastmikroskopie sogar Vorteile im Vergleich zur Halogenbeleuchtung. Im Phasenkontrast werden namlich
zumeist gegeniiber Warme empfindliche Lebendpriparate untersucht.

Phasenkontrastobjektive unterscheiden sich von ansonsten baugleichen Objektiven fiir die Hellfeldmikro-
skopie durch den eingebauten Phasenring. Man kann sie prinzipiell auch fiir Untersuchungen im Hellfeld
einsetzen. Allerdings muss man dann mit einer geringeren Bildgiite rechnen, da der Phasenring im
Objektiv die Bildentstehung im Hellfeld stort.

Das Phasenkontrastverfahren reagiert besonders empfindlich auf die Entstehung von Streulicht. Deshalb
empfiehlt sich hier besonders die exakte Einstellung der Kohlerschen Beleuchtung.

Sollte das Bild im Phasenkontrast trotz optimaler Einstellung der Beleuchtung sehr flau und kontrastarm
wirken, lohnt sich ein Blick auf die Frontlinse des Kondensors. Verschmutzungen hier (Fingerabdriicke,
Fett usw.) storen die Bildentstehung empfindlich. Im Hellfeld dagegen ist dieser Effekt kaum spiirbar.
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Feine Strukturen und Kanten hervorheben:

Das Dunkelfeldverfahren

Bei der Mikroskopie im Dunkelfeld wird das Licht der Mikroskopbeleuchtung so gefiihrt, dass nur an den
Objektstrukturen durch Beugung oder Brechung abgelenktes Licht in das Objektiv eintritt und von dort

weiter zur Bildentstehung gelangt.

Zwischenbild
Tubuslinse
% s
£ &
Q &
i X
Objektiv (’535 ‘@,‘l*
¢ abgelenktestes ©
Licht
Praparatebene
Kondensor
Ringblende _— e

Um den Strahlengang in der gewlinschten Weise zu modi-
fizieren wird die Aperturblende des Kondensors durch
eine Ringblende ersetzt. Diese Ringblende befindet sich
auf einem Blendenschieber, welcher in die entsprechende
Aufnahme des Kondensors eingefiigt wird. Die Blende
dhnelt den bereits vom Phasenkontrast her bekannten
Ringblenden. Allerdings ist der Durchmesser der Blende
fiir das Dunkelfeld deutlich groer. Mit dieser Blende
kann Dunkelfeldmikroskopie unter Verwendung der
Objektive 10x, 20x und 40x betrieben werden. Die
Objektive 60X und 100X (Olimmersion) kénnen nicht fiir
die Dunkelfeldmikroskopie verwendet werden.

Obige Abbildung: Dunkelfeld-Blendenschieber fiir die
Mikroskopserie BA310 — links die Ringblende fiir das
Dunkelfeld, rechts eine Leerstelle fiir die normale Hell-
feld-Mikroskopie.

 Da nur an Objektstrukturen abgelenktes Licht
¥ in des Objektiv eintreten kann, sind alle

! Bereiche ohne derartige Strukturen im
Dunkelfeldbild schwarz und die lichtstreu-

§ enden Strukturen leuchten vor diesem
dunklen Bilduntergrund hell auf.

@ Das Bildbeispiel links zeigt Epithelzellen im
Dunkelfeld.

Im Vergleich zum Phasenkontrastbild zeigen
sich hier wesentlich hértere Bildkontraste
und auch kleine Partikel leuchten sehr hell
auf. Deshalb eignet sich dieses Verfahren
besonders zur Beobachtung und dem Nach-
weis sehr feiner Strukturen. Bei vielen

mikroskopischen Objekten stort jedoch der relativ grobe Kontrast. Zudem reagiert dieses Verfahren
ausgesprochen empfindlich auf Quellen von Streulicht im Strahlengang (z.B. Staubpartikel auf Deckglas
und/oder Objekttriger). Deshalb hat das Phasenkontrastverfahren die Dunkelfeldmikroskopie in der
Untersuchung kontrastarmer Objekte teilweise verdrangt. Das Dunkelfeldverfahren ist jedoch relativ
giinstig zu realisieren und wird auch daher heute noch gerne verwendet.
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Dunkelfeld mit dem BA310:
Die Handhabung

Bevor man mit der Mikroskopie im Dunkelfeld beginnen kann, muss der Blendenschieber montiert
werden. Hierzu entfernt man am Kondensor eine kleine Schutzabdeckung aus Kunststoff. Damit man den
Schieber in den nun zuginglichen Schlitz einfiihren kann, wird die kleine Schraube am rechten Rand des
Schiebers entfernt. Der Schieber selbst wird, mit der Aufschrift ,,DF* nach oben, von links in die
Aufnahme geschoben. Zuletzt wird dann noch die zuvor entfernte seitliche Schraube des Schiebers
wieder befestigt.

Nach der Montage muss die Dunkelfeldblende noch zentriert werden. Hierzu bringt man das Objektiv 10x
in den Strahlengang und legt einen Objekttrager mit einem fiir Dunkelfeld geeigneten Préparat auf (z.B.
Epithelzellen aus der Mundschleimhaut). Es wird dann die Leerstelle des Schiebers in den Strahlengang
gebracht (rechte Rastposition). Nach dem Einschalten der Beleuchtung wird das Préparat im normalen
Hellfeld fokussiert.

Der Blendeschieber wird nachfolgend in die Posi-
tion fiir Dunkelfeld gebracht (linke Rastposition).
Dann 6ffnet man sowohl die Apertur- als auch die
Leuchtfeldblende des Mikroskops komplett. Nun
kann man die beiden mitgelieferten Zentrier-
schliissel in die beiden Offnungen an der Vorder-
seite des Schiebers einfiihren und den eigentlichen
Zentriervorgang durchfiihren.

Die Abbildung links zeigt den im Kondensor
montierten Dunkelfeldschieber in der Rastposition
fiir Dunkelfeld mit den beiden Zentrierschliisseln
(Pfeilmarkierungen).

8 Zur Zentrierung verstellt man den Kondensor so lange in
der Hohe, bis ein dunkler Fleck im mikroskopischen Bild
sichtbar wird (1 - Pfeilmarkierung). Womoglich befindet
B sich dieser Fleck noch auierhalb des Sehfeldes und muss
§ mit den Zentrierschliisseln, wie im folgenden Schritt
beschrieben, erst ins Gesichtsfeld gebracht werden.

Der dunkle Fleck wird dann unter Zuhilfenahme der
Zentrierschrauben in die Bildmitte verschoben (2). Durch

§ lcichtes Anheben des Kondensors wird er zum

? Verschwinden gebracht und der Zentriervorgang ist abge-

schlossen (3).
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Alle Kontrastverfahren auf einmal:
Der Universalkondensor

Oftmals werden bei der Anwendung des Phasenkontrastes nur eine oder zwei Vergrof3erungen bendotigt
(z.B. 10x und 40x). Mitunter soll jedoch das komplette Programm moglicher Phasenkontrastobjektive
(10x/20x/40x/100x) zum Einsatz kommen. Manchmal muss an einem Mikroskop auch die Untersuchung
sowohl im Phasenkontrast als auch im Dunkelfeld moglich sein. Unter diesen Rahmenbedingungen
gestaltet sich die Arbeit mit den zuvor beschriebenen Schiebern nicht mehr besonders komfortabel, da die
erwahnten Anforderungen nur durch den Wechsel zwischen verschiedenen Schiebern erfiillt werden
konnen. Der Schieberwechsel bereitet jedoch nicht nur einige Umstéinde, sondern fiihrt auch nicht selten
zum Verlust der zuvor eingestellten Zentrierung.

Es empfiehlt sich dann die Anschaffung des
Universalkondensors von Motic. Dieser ermoglicht
die Beobachtung im Hellfeld (alle Objektive),
Phasenkontrast (alle Objektive) und Dunkelfeld
(Objektive 10x/20x/40x). Moglich wird dies durch
die spezielle Revolverkonstruktion dieses Konden-
sors. Auf einer Revolverscheibe befinden sich alle
verfiigbaren Phasenkontrastblenden
(PH1/PH2/PH3), eine Dunkelfeldblende (DF),
sowie eine Leerstelle fiir die Hellfeld-Mikroskopie
(BF).

Die Abbildung links zeigt den Universalkondensor
fiir die BA310-Serie von Motic.

Der Wechsel von der eingestellten Blende PH2 zur
gewlinschten Blende erfolgt einfach durch Drehen
der geridndelten Revolverscheibe.

A33603

Bevor mit dem Universalkondensor das
gewiinschte Kontrastverfahren eingestellt werden
kann, miissen die Blenden zentriert werden. Dies
erfolgt nach der Montage des Kondensors am
BA310.

Hierzu wird der Kondensor mit zwei Zentrier-
schliisseln ausgeliefert, die in die beiden riicksei-
tigen Aufnahmen des Kondensors eingefiihrt
werden (siehe Pfeil in der Abbildung links). Die
Zentrierung erfolgt dann in der gleichen Weise wie
bereits fiir die Phasenkontrast- und Dunkelfeld-
schieber beschrieben.

Der Universalkondensor verfiigt neben den Blenden fiir Phasenkontrast und Dunkelfeld noch iiber eine
Leerstelle in der Revolverscheibe, sowie eine Aperturblende fiir die Mikroskopie im Hellfeld. Sobald von
der Untersuchung im Hellfeld durch Drehen der Revolverscheibe auf ein Kontrastverfahren gewechselt
wird, 6ffnet sich die Aperturblende durch einen Federmechanismus komplett. Dies vereinfacht den
Umgang mit dem Mikroskop zusitzlich.
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Nach einer Modellvorstellung breitet sich Licht in der Form von Wellen aus (,, Wellenmodell des
Lichtes®). Hierbei treten normalerweise alle Schwingungsebenen senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des
Lichtes auf. Bestimmte Filter haben die Eigenschaft, dass Sie nur Licht in einer einzigen Schwingungs-
ebenen passieren lassen (= ,,Durchlassebene®). Diese Filter werden als ,,Polarisatoren‘ bezeichnet und das
mit Thnen erzeugte, nur noch in einer Ebene schwingende Licht, wird ,.linear polarisiertes Licht* genannt.
Trifft zuvor linear polarisiertes Licht auf ein zweites Polarisationsfilter, dessen Durchlassebene senkrecht
zu der des zuerst durchlaufenen Polarisators orientiert ist (= ,,Kreuzstellung®), so erfolgt durch dieses
zweite Filter eine komplette Absorption des linear polarisierten Lichtes. Da man auf diese Weise linear
polarisiertes Licht nachweisen kann, bezeichnet man dieses zweite Polarisationsfilter als ,,Analysator*.

Polarisator Analysator

Polarisator und Analysator

naturliches Licht / in Kreuzstellung

(alle Schwmgungsebenen => das durch den Polarisator
senkrecht zur erzeugte linear polarisierte
Ausbreltungsrlchtung sind \ // Licht wird durch den

vertreten) Analysator komplett
absorbiert.

Winkel zwischen den Durchlassrichtungen von Polarisator und Analysator : 90°

Bestimmte, so genannte ,,doppelbrechende Objekte haben die Eigenschaft, linear polarisiertes Licht aus
seiner Schwingungsebene ,,abzulenken. Dieses Licht kann dann zumindest teilweise einen in Kreuzstel-
lung befindlichen Analysator passieren.

Das Bild rechts zeigt den schematischen Aufbau
eines Polarisationsmikroskops. Unter dem Kondensor
befindet sich der Polarisator und oberhalb des Objek-
tivs liegt der Analysator im Strahlengang.

Sind diese beiden Filter in Kreuzstellung angeordnet
(durch die senkrecht stehenden Pfeilsymbole ange-
deutet), so wird das komplette Licht der Mikroskop-
beleuchtung absorbiert und beim Blick durch die Tubuslinse

Mikroskopokulare bleibt das Bild auch bei einge-

schalteter Beleuchtung dunkel (siehe Abbildung S @
rechts).

Zwischenbild — === -

turen, so wird, wie bereits beschrieben, das linear

polarisierte Licht an diesen Strukturen so beeinflusst, Objektiv
dass dieses teilweise den Analysator passieren kann.

Diese Strukturen leuchten dann hell vor dem Praparat
ansonsten dunklen Bilduntergrund auf.

Befinden sich im Préparat doppelbrechende Struk- l l

Kondensor

== == Polarisator @
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Abbildung oben: links botanisches Schnittpréparat im Hellfeld, rechts im Polarisationsmikroskop

Die Mikroskope der Serie BA310 lassen sich durch das optional erhiltliche Polarisations-Kit leicht fiir
die Mikroskopie mit linear polarisiertem Licht erweitern. Zu diesem Kit gehdren ein Polarisator und ein
Analysator. Der Polarisator wird einfach auf die Lichtaustrittséffnung des Mikroskops gelegt. Fiir die
Montage des Analysators muss zunichst der Beobachtungstubus entfernt werden. Der Analysator wird
dann in den Hohlraum unterhalb der Tubusauflage eingefiihrt.

" §

Wie bereits erwihnt wird das linear polarisierte Licht durch den Analysator nur dann absorbiert, wenn
dieser sich in Kreuzstellung zum Polarisator befindet. Um diese Kreuzstellung zu erreichen dreht man den
Polarisator einfach so lange in seiner Aufnahme auf dem MikroskopfuB3, bis der Bilduntergrund so dunkel
wie moglich erscheint.

Fiir die Mikroskopie im polarisierten Licht wird oftmals von einer LED-Beleuchtung abgeraten. Urséch-
lich hierfiir ist die relativ geringe Emission einer LED im Griinbereich des sichtbaren Spektrums. Dies
spielt jedoch nur bei aufwéndigen Untersuchungen mit speziellen Polarisationsmikroskopen eine Rolle.
Die Ausriistung der BA310-Serie ist jedoch nur fiir den Nachweis doppelbrechender Strukturen konzi-
piert. Die genauen spektralen Eigenschaften der Mikroskopbeleuchtung sind hierbei nicht relevant.
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Langenmessungen mit dem BA310

Eine typische mikroskopische Aufgabenstellung besteht in der Groflenbestimmung von Objekten. Fiir
diesen Zweck konnen die Standardokulare der BA310-Serie zu Messokularen erweitert werden. Alter-
nativ konnen mikroskopische Messungen auch per Kamera mit angepasster Software erfolgen.

Langenmessung einfach per Okular:
Die Standardokulare der BA310-Serie zu Messokularen erweitern

Die Okulare der BA310-Serie verfiigen an
Threm unteren Ende tiber einen Einsatz, der
per Griffrandel leicht gelost werden kann.
Am oberen Rand dieses Einsatzes befindet
sich eine Auflagefldche, auf welche eine
Strichplatte mit einer Messskala aufgelegt
werden kann.

10

3

B
| I1'|III'|III'|IIII| |II| III| II'|II1||IJ I|

Die Abbildung oben zeigt links den Blick durch ein Okular mit montierter Strichplatte. Neben dieser
Strichplatte mit doppelter Skalierung ist alternativ auch eine Version mit einfacher Skalierung erhéltlich.
Rechts sind die Skalen der Strichplatte dargestellt. Jede Skala hat auf einer Lange von 10mm 100 Teil-
striche. Der Abstand der Teilstriche auf dieser Skala betrédgt folglich 0,Imm (100pm).

Fiir mikroskopische Langenmessungen mit dem BA310 muss man den Abstand zwischen zwei Teilstri-
chen durch die VergroBerung des gerade verwendeten Objektivs dividieren. Man erhdlt dann den Mikro-
meterwert fiir dieses Objektiv. Dieser Mikrometerwert ist der Abstand zwischen zwei Teilstrichen
bezogen auf die Priparatebene. Die Mikrometerwerte fiir die Objektive der BA310-Serie betragen:

4x 25 um
10x 10 pm
20x 5 um
40x 2,5 um
60x 1,6... um
100x 1 pm
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Wenn es ganz exakt sein soll — die Kalibrierung mit dem Objektmikrometer

Die auf der vorhergehenden Seite beschriebene Methode zur Er-

mittlung des Mikrometerwertes geht davon aus, dass die tatséchli-

che Objektivvergroflerung exakt mit dem auf dem Objektiv ange-
gebenen Wert libereinstimmt. Tatsachlich weichen beide Werte
bedingt durch Fertigungstoleranzen jedoch immer etwas von ein-
ander ab. Deshalb existieren fiir die exakte Kalibrierung Objekt-
mikrometer. Hierbei handelt es sich um Objekttrager mit einer

Vergleichsskala. Die Lange der Skala betrégt in der Regel Imm in

100 Teilstrichen. Der Abstand zwischen zwei Teilstrichen belduft
sich folglich auf 10um.

Fiir die Kalibrierung wird nun ermittelt, wie viele Teilstriche des
Objektmikrometers auf die Skala des Okularmikrometers entfal-
len. Im Beispiel rechts sind dies genau 25 Teilstriche bei einem
Objektiv 40x . Als Mikrometerwert ergibt sich dann
(25*10pm)/100 = 2,5um. Dies entspricht in diesem Fall genau
dem theoretisch ermittelten Wert.

Bei den Mikroskopen der BA310-Serie ist die Abweichung zwischen angegebener und tatsdchlicher Vergrofe-
rung eines Objektivs sehr gering (unter 1%). Fiir viele Anwendungsbereiche kann deshalb auf eine exakte Kali-

brierung mittels Objektmikrometer verzichtet werden.
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Langenmessung mit Kamera & Software:
Per Mausklick zu exakten Messergebnissen

Die Langenmessung mit einem Okularmikrometer kann - besonders, wenn diese hdufig durchgefiihrt

werden muss - recht mithsam sein. Zudem befindet sich die Strichplatte des Okulars stindig im Sehfeld,

was bisweilen storend sein kann.

Deshalb werden mikroskopische Messungen inzwischen oftmals per Software vorgenommen. Das mikro-

skopische Bild wird hierbei zu einem PC iibertragen und man kann ganz einfach per zweifachem

Mausklick die Distanz zwischen zwei Punkten abfragen.
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Digitale Dokumentation mit dem BA310

Die Dokumentation des mikroskopischen Bildes war bis vor einigen Jahren eine miihselige und bisweilen
frustrierende Angelegenheit. Inzwischen existieren unterschiedliche Moglichkeiten der digitalen Bilder-
fassung. Fiir die digitale Dokumentation mit den Mikroskopen der BA310-Serie bestehen verschiedene
Optionen, welche jeweils bestimmte Vor- und Nachteile aufweisen. Um die fiir die eigenen Zwecke und
Erfordernisse richtige Auswahl zu treffen sollte man deshalb die Eigenschaften der mdglichen Konfigura-
tionen kennen.

C-Mount:
Eine Norm mit Tradition fur aktuelle Technik

Der C-Mount-Standard hat sich in der digitalen Dokumentation des mikroskopischen Bildes gerade im
gewerblichen und professionellen Bereich weitgehend durchgesetzt. Inhalt dieses Standards ist neben den
Eigenschaften des Gewindes zur mechanischen Verbindung der Kamera auch das Auflagemal (Ort des
erzeugten Bildes und somit die Lage des Kamerasensors). Mikroskopseitig wird fiir entsprechende
Kameras ein Adapter benétigt, welcher vom Hersteller des Mikroskops geliefert wird. An diesen Adapter
kann dann unter Beachtung der nachfolgend aufgefiihrten Hinweise eine beliebige C-Mount-Kamera
angeschraubt werden.

C-Mount-Adapter verfiigen in der Regel iiber eine eigene Optik, die das vom Objektiv erzeugte
Zwischenbild verkleinert auf den Sensor der Kamera projiziert. Die Bildverkleinerung ist notwendig, weil
die Sensoren der C-Mount-Kameras eine relativ kleine Aufnahmefliache besitzen.

Ubliche SensorgrdBen sind:

¢ 1/3*(4,8mm x 3,6mm — Diagonale: 6mm )

& 1/2.5¢(5,8mm x 4,3mm — Diagonale: 7,2mm)
& 1/2 (6,4mm x 4,8mm — Diagonale: 8mm)

¢ 1/1.8“(7,2mm x 5,4mm — Diagonale: 9mm)
& 2/3*(8,8mm x 6,6mm — Diagonale: 11mm)

Von Motic gibt es C-Mount Adapter mit den Faktoren 0,35x, 0,5x, 0,65x und 1x. Nicht jeder der
genannten Adapter liefert fiir alle oben angefiihrten Sensorgroflen ein zufrieden stellendes Bild. Der
Adapter 0,35x ist nur fiir sehr kleine Sensoren (1/3°) verwendbar, da mit gréBeren Sensoren eine deut-
liche Randabschattung (Vignettierung) erfolgt. Der ,,Standardadapter* in der Mikroskopie ist der Adapter
0,5x. Dieser liefert bis zur Sensorgrof3e 1/1.8* ein gutes Bild. Die Adapter 0,65x und 1x werden
verwendet, wenn relativ grofle Sensoren (2/3%) eingesetzt werden. Man kann diese Adapter auch mit klei-
neren Sensoren dann verwenden, wenn jeweils nur ein geringer Bereich des visuell sichtbaren Bildes
dokumentiert werden soll (z.B. einzelne Zellen).

Die Darstellung rechts zeigt die Adaption einer C-
Mount-Kamera an das BA310. Hierzu wird die trin-
okulare Version mit zusitzlichem Senkrechttubus
benotigt. Diese verfligt {iber eine Schaltvorrichtung,
mit der die Aufteilung des Lichtstromes zwischen
dem senkrechten Tubus und den beiden Okularen
eingestellt wird. Fiir die rein visuelle Beobachtung
konnen 100% des Lichtes fiir die Okulare bereitge-
stellt werden. Beim Wechsel zur Dokumentation
wird ein Strahlteilungsverhiltnis 80:20 eingestellt.
Die fiir die visuelle Mikroskopie verbleibenden 20%
liefern auch bei lichtschluckender Phasenkontrastmi-
kroskopie noch ein angenehm helles Bild.

C-Mount-Kamera
mit 1/2“ - Sensor

C-Mount-Adapter
0.5x von Motic

Trinokulartubus

Schaltvorrichtung
fur Strahlteiler
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Typischerweise erfolgt die Ubertragung des Livebildes einer C-Mount-Kamera direkt zum PC und wird
dann auf dessen Display dargestellt. Die Bildwiederholrate des Livebildes hdngt von der Auflsung des
Kamerasensors ab. Je hoher dessen Auflosung ist, desto grofler ist auch die Datenmenge pro Bild. Da die
ibertragbare Datenmenge technisch begrenzt ist, konnen z.B. per USB2 und einer fiir C-Mount-Kameras
hohen Auflosung von 5 Megapixeln nur etwa 6 Bilder pro Sekunde iibertragen werden. Allerdings voll-
zieht sich aktuell ein Wechsel zu leistungsféhigeren Schnittstellen (insbesondere USB3), die hohere Bild-
wiederholraten ermdoglichen.

Eigenschaften einer C-Mount-Konfiguration:

Die Systemintegration ist sehr hoch, da Kamera, Software und PC eine funktionelle Einheit bilden.
Man kann per Software nicht nur die Kameraparameter (Weillabgleich, Belichtungszeit etc.) einstellen,
sondern - je nach Leistungsfahigkeit der Software - auch direkt mit dem Livebild arbeiten (Ldngenmes-
sungen etc.). C-Mount-Kameras sind somit immer dann die richtige Wahl, wenn es darauf ankommt
moglichst ziigig und rationell zu arbeiten und zu dokumentieren.

Wie grof3 ist der mit einer C-Mount-Kamera erfasste Bereich im Prdparat?

Vor der Anschaffung einer C-Mount-Kamera erhalten Sie ohne gro3e Probleme Informationen zu allen
moglichen technischen Daten, wie Auflésung, Bildfrequenz usw.. Eine Angabe zur Grofe des erfassten
Bereiches im Préparat ist jedoch fast nirgends zu bekommen. Abhilfe schafft hier die Darstellung auf der

folgenden Internetseite: http://www.mikroskopie.de/mikroskope/grafiken/c_mount 310E.swf

Sie miissen lediglich die Sensorgrofe einer Kamera und den gewéhlten Adapter von Motic eingeben.

DSLR-Adapter:
Hohe Bildqualitat mit handelsublicher Kameratechnik

Dieser Adapter ist fiir die Anbringung von Systemka-
meras mit Sensoren im APS-C-Format konzipiert (typi-
scherweise digitale Spiegelreflexkameras - ,,DSLR*). Am
oberen Ende besitzt der Adapter ein Gewinde nach dem
Standard ,,T2%. Fiir die Anbringung einer bestimmten
Systemkamera muss diese liber den kameraspezifischen
T2-Adapter mit dem DSLR-Adapter 1,6x verbunden
werden.

Der Adapter selbst profitiert vom bereits chromatisch
auskorrigierten Zwischenbild der CCIS®-Optik von
Motic, da er keine korrigierende Funktion mehr haben
muss. Die Abbildungsqualitit des Adapters ist exzellent.
Er kann hier: http://www.mikroskopie.de bezogen
werden.



http://www.mikroskopie.de/mikroskope/grafiken/c_mount_310E.swf
http://www.mikroskopie.de/

Abbildung rechts:

Vergleich des durch die Okulare sichtbaren Bildes mit
dem von der Kamera erfassten Bildausschnitt (blau
hervorgehoben).

Die Abbildung bezieht sich auf die Okulare N-WF
10X/20 (Standardokulare der Serie BA310) und eine
Kamera mit Sensor im APS-C-Format.

Neben der Erstellung von Fotos ermdglicht der Adapter
zusammen mit einer Vielzahl aktueller Kameras auch die
Erstellung von Videos in Full HD (1920X1080 Pixel). Es
ergeben sich somit neue, faszinierende Moglichkeiten der
mikroskopischen Dokumentation.

Zwischen dem visuellen Bild und der Sensorebene
besteht Parfokalitit.

Eigenschaften einer DSLR-Adaption:

Systemkameras mit Sensoren im APS-C -Format werden in sehr hoher Stiickzahl produziert, was die
Produktionskosten pro Kamera driickt. Deshalb erhélt man fiir relativ wenig Geld ,,sehr viel Technik®.
Zudem sind die Innovationszyklen sehr kurz. Deshalb befindet sich in den gerade aktuellen Kameras auch
immer die neueste Technik. Die verwendeten Sensoren sind zudem relativ grof3. Hierdurch sind — trotz
hoherer Anzahl — die einzelnen Pixel grofer, als dies bei C-Mount-Kameras in der Regel der Fall ist. Dies
wirkt sich positiv auf die Bildqualitit aus.

Einschrinkungen einer Systemkamera mit Wechseloptik:

Bei der Konstruktion einer Systemkamera wird deren Einsatz am Mikroskop natiirlich nicht vorgesehen.
Insofern ist die tatsdchliche Eignung einer Systemkamera von mehreren Faktoren abhéngig.
Diese sind:

24 Moglichkeit des erschiitterungsfreien Auslosens. Dies ist das mit Abstand wich-
tigste Kriterium um die Eignung einer Kamera beurteilen zu konnen, da
selbst geringe Erschiitterungen durch den Verschluss sich am Mikroskop
erheblich auswirken. Bei vielen Kameras ist dies nicht moglich und die mit ihnen
gemachten Bilder sind nur bei ganz kurzen oder sehr langen Belichtungszeiten

scharf.
. Moglichkeit der Fernsteuerung der Kamera durch den PC.
* Verhalten der Kamera ohne Objektiv: hier kann es vorkommen, dass ohne ein vom

Hersteller vorgesehenes Objektiv die Belichtungsautomatik nicht funktioniert.

C-Mount-Kameras und Systemkameras decken unterschiedliche Anforderungsprofile ab. Erstere sind im
hier behandelten Preissegment bis etwa 2000€ besonders dann gefragt, wenn es darum geht, bestimmte
Sachverhalte zeitsparend zu dokumentieren. Hierzu rechnen auch Aufgabenstellungen wie das Zahlen und
Vermessen von Objekten.

Mit Systemkameras kann man dagegen qualitativ hochwertige Aufnahmen erstellen. Die rasante Entwick-
lung der Technik in diesem Bereich ermdglicht zunehmend die Verwirklichung kreativer Ideen. So sind
die Videoqualititen neuerer Kameras zum Teil hervorragend.



Es muss nicht immer farbig sein:
Digitale Dokumentation in Graustufen

Die mikroskopische Optik soll ein Praparat moglichst exakt vergrofert abbilden. Leider gelingt dies nie
ganz ohne Abbildungsfehler (,,Aberrationen). Man kann das Ausmal} dieser Aberrationen durch einen
sehr hohen Konstruktionsaufwand so weit reduzieren, dass diese im Bild praktisch keine Rolle mehr
spielen. Entsprechende Objektive kosten jedoch leicht mehrere Tausend Euro. Bei der Konstruktion der
mikroskopischen Optik fiir den Bereich Laborroutine und Ausbildung kann ein entsprechender Aufwand
nicht getrieben werden. Deshalb beschrankt man sich hier auf einen geringeren und dabei moglichst
effektiven Korrektionsgrad.

Viele mikroskopische Abbildungsfehler basieren auf der Wellennatur des Lichtes. So werden kiirzere
Wellenlédngen (Blau) stirker gebrochen als langere (Rot). Diese auch als ,,Dispersion® bezeichnete
Erscheinung fiihrt zu der bekannten spektralen Zerlegung weiflen Lichtes durch ein Prisma. Die Disper-
sion ist gleichzeitig die Ursache wesentlicher Abbildungsfehler mikroskopischer Optik und zeigt sich hier
in Farbsdumen um Objektstrukturen, aber auch in Unschérfen. Bei Objektiven mit so genannter ,,achro-
matischer” Korrektur findet man die besten Abbildungseigenschaften im griinen Bereich des Lichtspek-
trums. Derartige Achromate sind allgemein in der Laborroutine iiblich. Die Objektive der BA310-Serie
sind ebenfalls achromatisch korrigiert. Da zusitztlich mit der so genannten Bildfeldwolbung ein weiterer
wesentlicher Abbildungsfehler korrigiert ist, handelt es sich sogar um ,,Planachromate*.

Mit den mikroskopischen Kontrastverfahren Phasenkontrast und Dunkelfeld werden typischerweise weit-
gehend transparente, nicht farbige Objekte untersucht. Es wird jeweils ein kiinstlicher Helligkeitskontrast
erzeugt. Besonders bei diesen beiden Verfahren kann man deshalb fast immer auf die Farbe im mikrosko-
pischen Bild verzichten. Aus diesem Grund liegt es nahe, derartige Praparate in Graustufen (monochrom)
zu dokumentieren. Wenn hierbei nur griines Licht verwendet wird, arbeitet man in dem Bereich, fiir den
die Objektive am besten korrigiert sind und erhélt schérfere Bilder, als dies bei der Arbeit mit weillem
Licht der Fall ist. Griine Beleuchtung erhilt man durch ein entsprechendes Filter im Strahlengang.

Die Abbildung zeigt eine Schale
der Kieselage Stauroneis phoeni-
centeron im Hellfeld. Auf der
linken Seite wurde eine Farbauf-
nahme im WeilBlicht erstellt.
Rechts sehen Sie eine mono-
chrome Aufnahme im Griinlicht.
Die monochrome Aufnahme zeigt
eine bessere Schéarfe und es
fehlen die stérenden Farbabwei-
chungen.

Beide Aufhahmen wurden mit
dem Objektiv EC Plan 60x
erstellt.

Weitere Beispiele fiir monochrome Aufnahmen finden Sie in dieser Schrift auf den Seiten 13, 14 und 19.
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Systemaufbau der BA310-Serie (am Beispiel des BA310 Halogen)

Okular

Objektivrevolver

Objektiv

Beobachtungstubus - hier:
Trinokulartubus mit zusétzlichem
Senkrechtausgang zur Adaption
einer Dokumentationseinrichtung

Stativ

Kreuztisch mit

Objekthalter

Kondensor

Klemmschraube zur
Befestigung des

Einstellring fur den

Kondensors
Leuchtfeldblende

Vorwahlanschlag
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Netzschalter

a -
. —\—Helligkeitsregler

den Kreuztisch

Triebknopf zur
Héhenverstellung

{ Feintrieb rechts

~
-

Randelring zur Verstellung

| der Aperturblende

Zentrierschrauben

des Kondensors

Grobtrieb

Feintrieb links

des Kondensors

Abschraubbarer
Filterhalter

Stativfull mit eingebauter

Beleuchtung 30W Halogen
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Glossar

Aperturblende: Die Aperturblende ist als verstellbare Irisblende im Kondensor integriert. Sie dient der
Anpassung der Beleuchtungsapertur an die Numerische Apertur des Objektivs. Der
Standardkondensor des BA310 ermdglicht durch seine Skala ein direktes Ablesen der eingestellten
Beleuchtungsapertur.

Beleuchtungsapertur: Um eine optimale Abbildung zu erreichen muss jeder Préparatpunkt durch den
Kondensor kegelférmig beleuchtet werden. Der Sinus des halben Winkels der im Praparatpunkt
liegenden Kegelspitze ist die Beleuchtungsapertur. Diese muss an die Numerische Apertur des
Objektivs angepasst werden und sollte in der Hellfeld-Mikroskopie etwa 2/3 der numerischen
Apertur des Objektivs betragen. Die Einstellung der Beleuchtungsapertur erfolgt durch die
Aperturblende des Kondensors.

Binokulartubus: Soll das BA310 lediglich fiir die visuelle Mikroskopie verwendet werden, so gentigt
ein Beobachtungstubus mit 2 Stutzen fiir die Aufnahme der beiden Okulare. Fiir die Adaption einer
Dokumentationseinrichtung muss der Tubus noch {iber einen senkrechten dritten Ausgang verfiigen
(,, Trinokulartubus*).

CCIS®-Optik: Color Corrected Infinity System von Motic. Das BA310 funktioniert nach dem Prinzip
der Unendlich-Optik. Die von Motic selbst entwickelte Version dieser Systemarchitektur ist die
CCIS*®-Optik. Vorteile der CCIS®-Optik sind eine hohere Systemflexibilitdt und ein chromatisch
auskorrigiertes Zwischenbild.

Dunkelfeld: In der Dunkelfeldmikroskopie wird der Strahlengang des Mikroskops derart modifiziert,
dass das direkte Mikroskoplicht nicht in das Objektiv gelangt. Zur Bildentstehung trdgt dann nur an
den Objektstrukturen gestreutes Licht bei, welches vom Objektiv aufgenommen wird. Es handelt
sich hierbei um ein traditionelles Kontrastverfahren, welches durch neuere Verfahren (z.B.
Phasenkontrast) an Bedeutung verloren hat. Fiir das BA310 ist ein Dunkelfeldschieber fiir einfache
Dunkelfeldmikroskopie als Zubehdr zum Standardkondensor erhiltlich.

Hellfeld: Das Hellfeldverfahren ist die traditionelle Standardmethode in der Lichtmikroskopie. Hierbei
wird das Priparat ohne weitere Eingriffe in den Strahlengang des Mikroskops betrachtet. Als
Ergédnzung hierzu wurden spéter zusétzliche optische Kontrastverfahren, wie das Dunkelfeld- und
das Phasenkontrastverfahren, entwickelt.

Immersionsobjektiv: Besonders hoch auflésende Objektive werden als (Ol)Immersionsobjektive
ausgefiihrt. Zwischen Objektiv und Préparat muss bei diesen Objektiven Immersionsol aufgebracht
werden. Dieses Ol ermdglicht auch das Eindringen stirker geneigter Lichtstrahlen in das Objektiv.
Dies ist die Grundlage fiir ein grof3es Auflosungsvermogen.

Kollektor: Linsensystem mit der Wirkung einer Sammellinse im Mikroskopful3 des BA310. Der
Kollektor leitet das Licht sehr effizient von der Lichtquelle weiter zum Kondensor.

Kondensor: Der hohenverstellbare und zentrierbare Kondensor des BA310 befindet sich unterhalb des
Objekttisches. Seine Aufgabe besteht darin, die Beleuchtungsapertur an die numerische Apertur des
Objektivs anzupassen und die Leuchtfeldblende in die Praparatebene abzubilden.

Leuchtfeldblende: Die Leuchtfeldblende ist eine verstellbare Irisblende, die sich im Mikroskopfuf3
befindet. Mit dieser Blende kann der in der Praparatebene beleuchtete Ausschnitt auf den im
Mikroskop sichtbaren Bereich beschrinkt werden.
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Numerische Apertur: Unter der Numerischen Apertur (NA) versteht man den Sinus des halben
Offnungswinkels eines Objektivs multipliziert mit dem Lichtbrechungsindex des Mediums
zwischen Praparat und Objektivfrontlinse. Die NA bestimmt das Auflésungsvermogen d des
Objektivs. Dieses berechnet sich ndherungsweise nach der Formel d = A/2NA.. Fiir Licht einer
,mittleren Wellenlédnge* von 0.55um erhdlt man somit beim Objektiv 100x/NA 1.25 ein
Auflésungsvermogen von etwa 0,22 um.

Objektiv: Das Objektiv erzeugt zusammen mit der Tubuslinse das vergroBerte Zwischenbild. Der
Objektivrevolver des BA310 kann bis zu 5 Objektive unterschiedlicher Vergrof3erung aufnehmen.
Durch Umschalten zwischen diesen Objektiven wird die VergroBerung des Mikroskops variiert.

Okular: Durch die Okulare wird das von Objektiv & Tubuslinse geformte Zwischenbild betrachtet und
nachvergrofert. Okulare funktionieren nach dem Prinzip einer Lupe.

Phasenkontrast: Das gebrduchlichste Verfahren zur rein optischen Kontrastierung transparenter
Objekte. Fiir das BA310 sind mehrere entsprechende Einrichtungen als Zubehor lieferbar.

Sehfeldzahl: Die Sehfeldzahl (SFZ) eines Okulares gibt den Durchmesser des aus dem Zwischenbild
sichtbaren Feldes an (in Millimeter). Die Standardokulare des BA310 haben eine SFZ von 20.
Dividiert man die SFZ durch die Objektivvergroflerung, so erhédlt man den Durchmesser des
sichtbaren Objektfeldes aus der Praparatebene (Beim Objektiv 40x und der SFZ 20 somit 0.5mm).

Trinokulartubus: Mikroskope, die zusétzlich zur visuellen Beobachtung auch noch fiir die
Dokumentation ausgertistet sind, verfiigen {iber Tuben mit drei Ausgéngen (2 fiir die Augen und
einen zusétzlichen senkrechten Ausgang fiir die Adaption der Dokumentationseinrichtung).
Derartige Tuben bezeichnet man als ,, Trinokulartubus®.

Tubuslinse: Das Zwischenbild der CCIS®-Optik des BA310 wird durch das Zusammenspiel von
Objektiv und Tubuslinse erzeugt. Die Tubuslinse ist im Beobachtungstubus integriert und hat auch
die Funktion der Korrektur bestimmter Abbildungsfehler.

Unendlich-Optik: Bei der Unendlich-Optik wird das Zwischenbild durch das Zusammenspiel von
Objektiv und Tubuslinse erzeugt. [hren Namen hat diese Systemarchitektur daher, dass die von
einem Praparatpunkt ausgehenden Strahlen zwischen Objektiv und Tubuslinse untereinander
parallel verlaufen. Dieses Prinzip hat gegeniiber der traditionellen Bauweise (,,Endlich-Optik*), bei
der das Zwischenbild durch das Objektiv alleine geformt wird, zahlreiche Vorteile.

Zwischenbild: Das Mikroskop vergroBert in zwei Stufen. Zunéchst erzeugt das Objektiv zusammen mit
der Tubuslinse das Zwischenbild. Dieses wird dann durch das Okular im zweiten Schritt nochmals
nachvergroBert. Das Zwischenbild des BA310 ist durch die CCIS®-Optik von Motic chromatisch
bereits vollig auskorrigiert.

© 2014 Christian Linkenheld Alle mikroskopischen Aufnahmen dieser
Broschiire wurden mit den Mikroskopen

Kontakt: der Serie BA310 von Motic erstellt.
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Holzmarkt 5
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