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11.1 Grundlagen des
Mikroskops

Das Mikroskop ist die konsequente Weiterentwicklung
der Lupe (Kap. 10.1), um kleine Details hoher vergroBert
abzubilden. Dafiir wird die Brennweite der Lupe stark redu-
ziert. Kleinere Objektstrukturen erfordern groBere nume-
rische Apertur, um im Bild dargestellt zu werden. Die Fo-
kussierung wird empfindlicher und erfordert feinfiihligere
Bewegung. Auch die Augenposition so dicht am Objekt ist
unangenehm.

Es gelingt kaum die Austrittspupille des Objektivs soweit
auBerhalb nach der letzten Linse anzuordnen, dass sie flir
das Auge direkt zuganglich ist. Deshalb wird fiir visuelle
Mikroskope eine zusatzliche Abbildungsstufe eingefiihrt;
es entsteht das Mikroskop.

Nach Abbildung der Objektiv-Pupille kann das Auge nun
ein ausgedehntes Objektfeld entspannt tiberblicken (Abb.
11.2). Das Zwischenbild ist ein umgekehrtes und seiten-
verkehrtes Abbild des Objektes, im Gegensatz zur Lupe,
deren virtuelles Bild die Orientierung des Objektes bei-
behalt. Durch Prismen-Anordnungen oder Zwischenabbil-

11.1 Grundlagen des Mikroskops

dung entstehen je nach Mikroskop-Ausfiihrung verschie-
den abgewandelte Bildorientierungen.
Liefert das Objektiv bis zum Zwischenbild einen Abbil-
dungsmaBstab 'y, und das Okular eine LupenvergroBe-
rung I, so ergibt sich fiir die Mikroskop-Vergroferung ™'
Iy = Boy (11.1)
Fir die Abbildung der kleinsten Objekt-Strukturen ist
es notwendig, dass mindestens die erste Beugungsord-

nung aus der Beugung (Abb. 11.3) an den Objektstruk-
turen innerhalb der Apertur-Begrenzung iibertragen wird

Objekt

AP

Abb. 11.1

Mikroskop-Objektiv als Lupe, die optimale Augen-
position ware in der Austrittspupille AP

Mikroskop-Objektiv

Zwischenbild
=0 4

Okular

i

Objekt
£a/ﬂ1 —

Objektiv-Pupille Augen-Pupille
(AP1) (AP2)
Abb. 11.2  Strahlengang vom Objekt mit Objektiv, Zwischenbild ZB, Okular bis zum Auge inder Position der Austrittspupille nach dem
Okular AP2
. Beugungs- -
So Winkel f o - ” D
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Abb. 11.3  Ein achszentral beleuchtetes Gitter als Objekt des Mikroskop-Objektives liefert fiir jeden Gitterabstand g, dessen erste
Beugungsordnungen innerhalb der Abbildungs-NA liegen, g =4 /(n-sin(@)) > 1 /NA; M.3)
bei Wellenldnge A, einen Fokus in der Objektiv-Pupille. Der rechte Kreis stellt die Austrittspupille dar, mit einem Fokus des ungebeugten
Lichtes im Zentrum. Wenn der Beugungswinkel ¢ kleiner als der Offnungswinkel a ist, liegen beide 1. Beugungs-Ordnungen des Gitters

innerhalb der Objektivpupille

319




11 Mikroskopie

(Abbe, E.). Als MaB fiir die Offnung der Objektive am Mi-
kroskop wird die numerische Apertur NA verwendet:
NA =n-sin(a); (11.2)

a - halber Offnungswinkel,
n - Objektraumbrechzahl

Die NA eines Mikroskop-Objektives stellt das grundle-
gende Leistungsmerkmal fiir die Erkennbarkeit von Ob-
jektdetails dar.

Damit in (Abb. 11.3) nicht nur die Gitterperiode iibertra-
gen wird, sondern auch eine Objekt-Ahnlichkeit entsteht
(Form der Gitterkanten), kann die Beleuchtung mit einer
angemessenen Beleuchtungs-Apertur nAy,, erfolgen (Abb.
11.9). Als gute Abschatzung der Mikroskop-Aufldsung fir
die bei Hellfeld-Beleuchtung unterscheidbaren Struktur-
groBen Ay gilt das Rayleigh-Kriterium zur Auflosung
zweier Objektpunkte (Gross, 2008) mit 15 % Kontrast:

1,22-1
Ay =—""—F"—
nABel + nA()l)j

mit NAgy < NAoy,

(11.4)

Fir andere Kontrastwerte, Objektstrukturen, Beleuch-
tungsarten oder Mikroskop-Verfahren andern sich oft nur
die Vorfaktoren (statt 1,22) in obiger Formel. Aus der
Kontrast-Definition

[max _[min

K =max “min (11.5)
Imax + Imin
ergibt sich flr einen Intensitatsunterschied I, zu I,

von 26,5 % der Bild-Kontrast K = 15,3% (Abb. 11.4).

Die ,forderliche“ Mikroskop-Vergroferung soll die gerade
noch auflosbaren Details soweit vergroBern, dass sie mit
dem Auge oder einem anderen Empfanger gut dargestellt
werden konnen. Sie hdangt somit direkt von der NA des
Objektives ab.

Wir wollen die forderliche Mikroskop-VergroBerung
I'",; mit Okular-Beobachtung unter der Annahme einer
typischen Augenauflésung 6, =~ 2' Winkel-Minuten
(= 0,58 mrad) ermitteln. Dabei sei Ay die objektseitige Auf-
losungsgrenze, NA die numerische Apertur des Objekti-
ves und A = 0,55 um als mittlere sichtbare Wellenldnge
angenommen, sowie auf Analogien zu (11.11) bis (11.13)
verwiesen:

_Ay-TYy

A" 250 mm (11.6)
und

0.61-4
Ay = 2014 11.7
Y =" (11.7)

5A~25O-1000pm

[ .NA = . )
FM 061 N 432-NA (11.8)

Fir 1'... 2' Winkel-Minuten Augenauflosung hat sich da-
raus die Orientierung fiir die forderliche VergroBerung
am visuellen Mikroskop ergeben:

I, <500-NA... 1000 - NA

Ist die VergroBerung deutlich hoher als die Moglichkeiten
des Empfangers (z.B. des Auges), so sind die auflosbaren
Strukturen zu groB, so dass sie wie bei tibermaBiger Nach-
vergroBerung fotografischer Bilder in den Details ver-

0,5*Airy-Du—»| . I
1r - T
5 A /A E
s [ "ﬁ A f 2 =15,3% 1
L5 f \ / | x o Kontrast
ME J N s
oal = [ S | T —
' N |
f I N 1
0.6 { I B I
I HH I
0.5 I
J \
0.4 1 4 |
/ *- \
0.3 ! : NE : \
0.2 | £ | Abb. 11.4
; | N | \ Rayleigh-Kriterium fiir Punktauf-
o1 /' w E F \ I5sung mit 15,3 % Bild-Kontrast:
a e S L C L 2" it ML : : zwei leuchtende Punkte im
14 -112 -084¢ -056 -0 0 028 056 084
o Abstand von 0,61 - A/NA, was
Ay AInA dem halben Airy-Durchmesser
entspricht
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schwommen, also nicht mehr aufgelost erscheinen. Zur
Veranschaulichung soll die Tatsache dienen, dass bei einer
Mikroskop-VergroBerung 500 - NA und Verwendung eines
Okulares 10x der beleuchtete Durchmesser in der Augen-
pupille nur noch 1 mm betragt.

Angepasste VergroBerungen am Mikroskop fiir fotografi-
sche Bilder (z.B. bezogen auf die Kornigkeit des Filmes),
wie fiir digitale Empfanger, sind ebenso bezogen auf deren
Auflosungsvermogen notwendig. Fur klassische Mikros-
kope mit Okular-Abbildung erfolgt diese Anpassung gege-

11.1 Grundlagen des Mikroskops

benenfalls durch Foto- und Kamera-Adapter mit VergrofBe-
rungen von 0,5 ... 2x bezogen auf das Okularzwischenbild
7B.

Fiir eine Auflichtbeleuchtung oder das Einbringen von wei-
teren Bauelementen nach dem Mikroskop-Objektiv sollen
nahezu keine storenden Bildfehler erzeugt werden. Des-
halb entsteht das Zwischenbild nach dem Objektiv virtuell
im Unendlichen und wird erst durch eine Tubuslinse in
ein reales Zwischenbild ZB geformt.

Kamera-
Adapter
Okular
/B
> Auflicht-
Leuchte
Tubus- ‘H\W
Y I\
linse
Objektiv £ o
Objekt |
Kondensor
— Durchlicht-
Leuchte
F‘i

-

Abb. 11.5
Strahlengédnge in einem Mikroskop;

—>

LFB

Kollektor

konjugierte Ebenen zum Objekt
sind: LFB - Leuchtfeldblende

(in Beleuchtung), ZB - Zwischenbild
(in Abbildung)

Objektiv

Strahlteiler Tubuslinse

Okular

Abb. 11.6  Objektiv10x/0,25 oo/~ (f’obJ =18 mm) ergibt Mikroskop-VergroBerung '/ = 100x mit Tubuslinse 7"

(F'or = 25 mm)

=180 mm und Okular 10x

Tul
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11 Mikroskopie

Dann ergibt sich der AbbildungsmaBstab ,B’Obj im Zwi-
schenbild aus dem Verhéltnis der Brennweiten von Tubus-
linse und Objektiv:

ﬁ’om =f'Tu1/f'0bj (11.9)

Fiir die Mikroskop-VergroBerung folgt dann (ISO 8039):

r_ 250 f'yy
M f ’()k f ’()hi
Das Modell der optischen Abbildung im Mikroskop geht auf
Ernst Abbe zuriick (Abbe, E. 1873) und kann in drei Abbil-
dungsschritte geteilt werden (ISO 10934-1: Abbe theory)
a) Das Objekt beugt das Licht einer Quelle. (Abb. 11.3).
b) Das Mikroskop-Objektiv sammelt einen Teil des gebeug-
ten Lichtes und fokussiert es in seine hintere Brenn-
ebene (Abb. 11.3 Austrittspupille). Hier entsteht das
priméare Beugungsbild des Objektes.
c) Das gebeugte Licht wird im Mikroskop weitergeleitet
und fiihrt durch Interferenz der Lichtanteile zum pri-
madren Bild ZB (Abb. 11.2) und (Abb. 11.6).

r (11.10)

Eine ausfiihrliche Betrachtung zu den Details der physika-
lischen Effekte in diesen Schritten ist fiir die Berechnung
und Diskussion der erreichbaren Auflésung und Bildver-
besserung notwendig (Singer, W.; Totzeck, M.; Gross, H.
2005), (Beyer; Riesenberg, 1988) und (Hoffmann, Chr.

Wegen der hohen Anforderung an die Abbildungsgiite von
Koma und Offnungs-Fehler im mikroskopischen Bild hal-
ten die Mikroskop-Objektive die Sinus-Bedingung (Kap.
4.5) gut ein.

Damit folgt (Abb. 11.8):

APD
2 f ’Obj
nicht nur fiir den Offnungswinkel o, sondern auch fiir
jede abgeblendete Offnung.

Wihrend flir den Zusammenhang von Objekthohe y und
dem Feldwinkel 6 nach dem Objektiv wegen der zu mini-
mierenden tan-Verzeichnung aber eher gilt (Abb. 11.7):

n-sin(a) = (11.11)

y

Obj

tan(d) = (11.12)
Sehen wir uns den AbbildungsmaBstab ﬂ’Obj von Objekt
bis Zwischenbild ZB an.

Sei NA'=n'- sin(a') die numerische Apertur im Zwischen-
bild, so folgt mit der Sinusbedingung

n-sin(a)  NA

g = S -
o n'-sin(ef) NA'

y - f ’om -
Fiir den TiefenabbildungsmaBstab m, gilt fir kleine Off-
nungswinkel a ein quadratischer Zusammenhang zum
lateralen AbbildungsmaBstab ﬁ’om (Kap. 4.2)

(11.13)

AZ’ nl ,
1980). mx:Ez;'ﬂébj (11.14)
AL
AA
Anlage-
Flache
Objekt- &
Hoéhe y
A
> : APD = 2*f"nA
= a \\\L \5/
-n* f —_—
Objekt- £ ]
Ebene |( .............. APL
H1 H2 Austritts-
Pupille

Abb. 11.7 Bezeichnungen und Zusammenhange zwischen den GrundgroBen eines Mikro-Objektives mit unendlicher Bild-Lage:

H1 objektseitige Hauptebene, H2 bildseitige Hauptebene, f' hintere Brenweite; Brechzahl zwischen Objekt und Objektiv,

APL MaB zur Lage der Austrittspupille, AL Abgleichlange des Objektives (Objekt bis Anlage); AA Arbeitsabstand. APD Durchmesser der
Austrittspupille, a halber Offnungswinkel; & halber bildseitiger Feldwinkel
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11.2 Mikroskop-Beleuchtung und Beobachtungsverfahren

ZB
Mikroskop-
e ——
z.B. A L > .
q q ¢ >
(Brechzahl n Objektiv + a a Az
im Tubuslinse
Objektraum) (Brechzahl n*
im Bildtraum)

Abb. 11.8  Prinzip-Bild zur Erlduterung der GroBen fir die Herschel-Bedingung

Bei Einhaltung der Sinus-Bedingung fiir das Objektiv er-
gibt sich das Problem mit sphéarischen Aberrationen (Abb.
11.8; im blauen Az-defokussierten Fall). Fir eine ausge-
dehnte aberrationsfreie Tiefenabbildung gilt

n-Az-sin? z =n'-Az'-sin? &
2 2

weswegen die Herschel-Bedingung erfiillt werden muss,
die im Widerspruch zu der Sinus-Bedingung steht. AuBer
fiir B’ = 1 oder -1 entstehen keine exakten Losungen fiir
beide Bedingungen. In (Braat, 1998) ist dargestellt, wie ein
Optik-Entwurf mit einem Kompromiss zur Verletzung von
Sinus- und Herschel-Bedingung angelegt werden kann.

(11.15)

11.2 Mikroskop-Beleuchtung
und Beobachtungs-
verfahren

Wir unterscheiden am Mikroskop-Stativ zwischen Durch-
lichtbeleuchtung fiir lichtdurchlassige Proben (wie Objekte
in Wasser oder diinne Schnitte) und Auflichtbeleuchtung
fiir undurchsichtige Objekte. Wahrend im ersten Fall ein
Kondensor die Aufgabe der direkten Objekt-Beleuchtung
ibernimmt, erfolgt dies im zweiten Fall durch das Objek-
tiv selber.

nA
Objektiv

nA
Objektiv

(o]
E i
= \\\ | 7 \} i //
é T - / \ | /
@ \ l”.“ / S \ | /
5 LU > » 4
Objekt S J, Objekt
[ ' ] D I ]
(0]
@ £
I ko) L £
| = < F
| F :
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=
g
| Kondensor 8

A
bjektiv

:

nA
Objektiv

S
Dunkelfeld-Beleuchtungen

Kondensor

|
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Abb. 11.9  Hellfeld- und Dunkelfeld-Beleuchtung des Objektes, jeweils im Durchlicht DL und Auflicht AL. Bei Dunkelfeld trifft das direkte

Beleuchtungslicht nicht in die Beobachtungsapertur.




11 Mikroskopie

11.2.1 Hellfeldbeleuchtung

Die Anforderungen an die Mikroskop-Beleuchtungen erge-

ben sich aus den zu realisierenden Mikroskop-Verfahren.

Einige noch giiltige Grundsitze fiir die Hellfeld-Beleuch-

tung gehen dabei auf Kohler (1893) zurilick (Haferkorn,

1994):

® Das Objekt soll gleichmaBig ausgeleuchtet sein. Dazu
wird angestrebt, dass alle Objektpunkte die gleiche Be-
leuchtungsapertur erhalten.

® Die GroBe des beleuchteten Feldes ist auf das abzubilden-
de Objektdetail (Objektfeld) zu beschranken, um Streu-
licht zu minimieren. Dazu wird eine Leuchtfeldblende,
moglichst einstellbar, im Beleuchtungsstrahlengang vor-
gesehen.

Die Beleuchtungsapertur soll an die Abbildungsapertur
angepasst sein und kann zur Helligkeits- und Kontrast-
Steuerung benutzt werden. Dazu wird eine Apertur-Blende
vorgesehen. Aus Abbildungs-Simulationen, wie dem Ex-
periment, lassen sich fiir das Kohdérenz-Parameter S ge-
nannte Verhaltnis (Haferkorn, H: 1994) im Bereich 0,7 ...

1 Es muss darauf hingewiesen werden, dass S = 0 den koharenten Fall
bezeichnet und S = 1 und groBer als inkohérente Abbildung angesehen
werden kann, also genau umgekehrt wie zum Koharenzgrad.

0.8 kontrastreiche Mikroskop-Bilder mit noch guter Detail-
Betonung erwarten:

S =nAp,/nAy; #0,7...0,8 (11.16)
Da in der Auflichtbeleuchtung das Objektiv auch gleich-
zeitig der Kondensor ist, erfolgt bei einem Objektiv-Wech-
sel automatisch eine Brennweiten-Anpassung auch fiir
den Beleuchtungsstrahlengang. Nur die Apertur-Blende
der Auflichtbeleuchtung sollte angepasst werden, da die
Objektive unterschiedliche bildseitige numerische Aper-
turen erzeugen.
Teilweise ist der Lichtleitwert der Mikroskop-Leuchten
(Produkt aus abstrahlender Fliche und Raum-Abstrahl-
winkel) ausreichend groB, um auch in der Durchlichtbe-
leuchtung ohne Kondensor-Wechsel sowohl die groBen
Objektfelder der schwach vergrofernden Objektive, als
auch die hohen NA, der hoch vergroBernden Objektive
auszuleuchten. Dann kann die Anpassung der Lichtrohre
durch Beschnitt des Lichtleitwertes des Kollektors mittels
Variation von Apertur- und Leuchtfeldblendendurchmes-
ser erfolgen. Die Anpassung der Lichtrohre kann auch
durch Kondensor-Wechsel, Ausklappen der Kondensor-
Frontlinse oder einem ,pankratischen Kondensor* (Zoom-
System) erfolgen. Dadurch kann der Lichtleitwert an der
Leuchte kleiner gehalten werden.

* x
- 2
o S
©
2l | E
<
2
— —
. ] Abbe- Abb. 11.10
Kollektor 3 Lo
i3 § 272 Kondensor | Einfache Mikroskop-Durchlicht-
'§ Q@ 3 % beleuchtung nach Kéhler mit
9 @ < Kollektor, Apertur- und Leuchtfeld-
Blende und Abbe-Kondensor
Objekt
Y W) Vorderglied
’ ausschwenkbar
Kondensor
Apertur- Abb. 11.11
Blende Durchlicht-Beleuchtung mit Klapp-
Kondensor und Zwischenabbildung,
Leuchtfeld- um die Leuchte auBerhalb des
Blende Statives anzuordnen. Die ersten
Kollektor zwei Linsen des Kondensors
° werden zur Anpassung an groBere
% Objektfelder ausgeklappt (im Bild
3 markiert). Die Zwischenabbildung
= erfolgt, um die Leuchte auBerhalb
des Stativs anzuordnen.
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11.2 Mikroskop-Beleuchtung und Beobachtungsverfahren

(a) Ring-férmige Apertur-Blende
am Abbe-Kondensor

Objekt

(b) Kardioid-Kondensor

Abb. 11.12
Prinzip zur Erzeugung der
Dunkelfeld-Beleuchtung

(a) mittels Ring-Blende im
Kondensor und Apertur-Blende im
— Objektiv;

(b) Kardioid-Kondensor, mit

Mittenblende

Beleuchtung

} Umformung des Lichtringes an

zwei sphérischen Spiegeln
(namensgebend ist die naherungs-
weise kardioide Form am &uBeren
Spiegel)

Beleuchtung

11.2.2 Dunkelfeldbeleuchtung

Bei der Dunkelfeldbeleuchtung werden unstrukturierte
Objektbereiche absolut dunkel abgebildet. Das Bild soll
nur aus am Objekt gebeugtem oder gestreutem Licht ge-
bildet werden. Dadurch sind ansonsten schlecht wahr-
nehmbare Details gut zu erkennen. Dieser Effekt ist sicher
aus dem Alltag bekannt, wenn bei seitlichem Blick in einen
Lichtkegel auch sonst nicht auflosbare Staubpartikel deut-
lich zu sehen sind.
Die Dunkelfeldbeleuchtung entsteht durch Abblenden der
zentralen Beleuchtungsapertur, wenn die vorhandene Hell-
feldapertur groB genug ist (Abb. 11.12a) oder durch Me-
thoden der Lichtfiihrung (Abb. 11.12D).
Extreme Sichtbarmachung kleiner Details gelingt mit
einem groBen Winkel zwischen der Beleuchtungsrichtung
und der Abbildungsrichtung. Insbesondere bei einseitiger
Beleuchtung wird die Objektahnlichkeit dabei beeintrach-
tigt, da ja kein vollstandiges Bild des Objektes entsteht.
Das kann bei der einseitigen Dunkelfeldbeleuchtung ein-
drucksvoll nachgewiesen werden, bei der nur die Kanten
von einer Seite ausgeleuchtet werden, die gegeniiberlie-
genden aber im Schatten bleiben (Kap. 11.5 Ultra-Mikros-
kop).
LED-Lichtquellen konnen wegen ihrer Besonderheiten
(Kap. 6.4) auch im Mikroskop sinnvoll eingesetzt werden.
Die Vorteile kommen bei einigen Anwendungen besonders
zur Wirkung:
® schnelles Ein-/Aus-Schalten, geringe Probenbelastung
bei Fluoreszenzbeleuchtung,
® direkte Erzeugung ausgewahlter Spektralbereiche,
® mit adaptiver Beleuchtung schnelle Rohdaten erzeugen
und
® Jange Lebensdauer.

Abbildung

Beleuchtung

J_I
Objektiv %

— 0\ =

Objekt

Abb. 11.13  Dunkelfeld-Beleuchtung fiir hochaperturiges Trocken-
Objektiv, Erzeugung eines Lichtringes, mittels eines Ringspiegels. Die
Fokussierung auf das Objekt ist kritisch und erfolgt mit einem Spie-
gel-Ausschnitt nahe der Paraboloid-Form. Fiir die optimale Ausle-
gung reicht die Betrachtung des dargestellten Schnittes nicht aus

Dabei sind folgende Schwierigkeiten zu beachten:
® Einstellung der Farbtemperatur,
® f{ir die Applikation ausreichende Leuchtdichten.
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11 Mikroskopie

11.3 Objektive und Okulare
fur Mikroskope

Die Bezeichnung von Mikroskop-Objektiven fiir Unend-
lich-Systeme, die eine Tubuslinse erfordern, soll an dem
Beispiel CAPO 40x/1,2 /0,17 W erlautert werden (Abb.
11.14).

Code-Farbe fiir
Immersion

Code-Farbe fir
[— <—  VergroBerung
Objektiv-Typ
Vergrofierung /

C-APOCHROMAT

/1,2 W Korr numerische Apertur
(Immersion; Zusatz)
00 /0,14-0,16 Bild-Weite /
Deckglasdicke

e

Abb. 11.14  Objektiv-Kennzeichnung nach (ISO 8578)

Vorangestellt ist eine herstellerabhdngige Typ-Bezeich-
nung (mit Hinweis auf Farb-Korrektion (Achromat, Apo-
chromat) und Ebnung (Plan)), hier bedeutet C: geeignet
fiir konfokale Abbildung.

Nach VergroBerung und numerischer Apertur erfolgt die
Angabe des Immersions-Mediums zwischen Objekt und
Objektiv (wenn nicht Luft; mit ,W* fiir Wasser), wie auch
zusatzliche Angaben fiir Besonderheiten (Korr: Einstellung
der Deckglas-Dicke) und Eignung fiir Kontrast-Verfahren.
Im Falle der endlichen Bildweite steht: 40/1,2 160/0,17 W
B f{ir AbbildungsmaBstab 40; nA = 1,2 in Wasser;

® Tubusldnge 160 (ohne Tubuslinse verwendbar).

Die Vielfalt der Mikroskop-Objektive ergibt sich aus unter-
schiedlicher Abbildungsgiite, aus der Spezialisierung auf
die verschieden Mikroskop-Verfahren und den unterschied-
lichen Experiment-Umgebungen im Objektraum zwischen
Objektiv und dem abzubildenden Objekt (Deckglas, Immer-
sion, Eindring-Tiefe).

Die Objektivbezeichnungen (ISO 19012-2) beziehen sich
auf den Spektralbereich des visuellen Lichtes mit dem
Schwerpunkt von blau (ca. 480 nn) bis rot (640 nm). Die
flihrenden Mikroskop-Hersteller bieten auch Objektive fiir
einen erweiterten Spektral-Bereich von 400 - 950 nm mit
guter Farb-Korrektur an, die insbesondere fiir einige
Anwendungen der konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie
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notwendig sind. Spezielle Applikationen erfordern auch
Abbildungen im Bereich unter 400 nm oder im infraroten
Spektralbereich, fiir die jeweils spezielle Objektiv-Aus-
flihrungen angeboten werden; so bei (Zeiss) zum Beispiel
die C-Apochromate fiir die entsprechenden konfokalen
Mikroskopie-Verfahren.

11.3.1 Mikroskop-Objektiv-Typen

Biologische Prdparate werden unter einem Deckglas der
Norm-Dicke 0,17 mm geschiitzt (Abb. 11.15). Das Deckglas
muss optische Giite (Dicke, Glas-Homogenitéat, Brechzahl)
haben, insbesondere wenn mit hoher NA gearbeitet wird
(ISO 8255). Geringe Brechzahl- und Dicken-Abweichun-
gen lassen sich durch einen am Objektiv einstellbaren
Korrekturring (KORR) fiir die sphérische Aberration kom-
pensieren.

Insbesondere die stirkeren Mikroskop-VergroBerungen
erfordern im Objektiv einen hohen Korrekturaufwand.
Dabei sind die numerische Apertur (NA), der Arbeitsab-
stand (AA), die Giite der Ebnung groBer Bildfelder und die
Farbkorrektur treibend fiir den Aufwand, was die folgen-
den Objektivbeispiele veranschaulichen:

Achromatische Objektive sind haufig aus mindestens zwei
verkitteten Achromaten (Kap. 4.5) aufgebaut. Bei Plan-
Objektiven werden Bildfeldwdlbung und Astigmatismus
durch Menisken im Front und Hinterteil des Objektivs
und/oder zusatzliche Negativ-Brennweiten im Mittelteil
des Objektivs korrigiert. Um eine Verminderung des sekun-
ddren Spektrums (Kap. 4.5) bis hin zur apochromatischen
Korrektur zu erreichen, werden (teure) Glaser mit anor-
malen Teil-Dispersionen verwendet und zwar in den Posi-
tiv-Linsen flussspatdhnliche Glaser und in den Negativ-
Linsen passende Kurzflint-Sonderglaser.

Ausfiihrliche Diskussion der Korrektionsweisen von Mi-
kroskop-Objektiven bieten (Gross, 2008; Kap. 42.2), auch
(Seward, 2010). Ein Beispiel fiir Spiegel-Linsen-Objek-
tive, wie es in Wafer-Inspektionsmikroskopen mit groBem
Zoom- und breitem Wellenldangenbereich verwendet wer-
den kann, zeigt (Abb. 11.18).

Fiir die Auflicht-Hellfeld-Beobachtung kommt eine weitere
Anforderung an die Mikroskop-Objektive hinzu. Da die
Beleuchtung durch das Objektiv geleitet wird, kann das
von den Linsen- und Fassungsflichen reflektierte Licht
den Kontrast im Bild beeintrachtigen (Abb. 11.19).

Die Risiken fiir Auflicht-Reflexe im Mikroskop-Bild entste-
hen insbesondere an der Frontlinse durch die haufig ver-
wendeten konzentrischen Flachen (ohne Brechkraft), aber
auch andere schwach gekriimmte Linsenflaichen. Werden
Objekte mit schwachem Kontrast oder groBem Streuwin-
kel beziiglich der Objektiv-NA abgebildet, ist die Wirkung
der Auflicht-Reflexe besonders deutlich.
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Abb. 11.15 (a) Objektiv mit Deckglas-Anordnung am aufrechten Mikroskop; (b) sphérische Aberration bei 70 um Deckglasdickendifferenz
fiir Objektive mit Wasser-Immersion und Deckglas-Korrektur (Soll 0,17 mm); Abszisse: NA = 0,5 ... 1,3. Ab NA > 1 sollte das Objektiv mit
,KORR* zur Kompensation ausgerUstet sein, da die spharischen Aberrationen sonst spirbar werden. (Trockenobjektive sollten diese Funk-
tion schon fiir NA > 0,75 haben, wegen des groBeren Brechzahl-Sprunges zwischen Deckglas und Luft.)
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Abb. 11.16 (a) Achromat 40x/0,65, (b) Plan-Achromat 40x/0,65
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sie moglich,

- die zweite Linse ist verschiebbar,
um Deckglasdicken zu kompensie-
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Abb. 11.18  Katadioptrisches Mikroskop-Objektiv (Spiegel-Linsen-System) aus (Lange, Shafer: 2002). In dem vorderen Objektivteil mit dem
Spiegel-Paar lassen sich die Aberrationen nicht nur gut korrigieren, sondern sogar etwas dariiber hinaus, was im zweiten Objektivteil mit
geringerer Eingangs-Apertur aufgebraucht werden kann. Es werden grofe Arbeitsabstdnde von mehr als 1 mm und Objektfelder von 1 mm
bei NA 0,9 relativ breitbandig auch im UV-Wellenldngenbereich erreicht. Im dargestellten Beispiel sind nur die zwei markierten Linsen als
,Kron-Glas® aus Flussspat, alle anderen aus dem preiswerteren Quarzglas. Durch die Lage des Zwischenbildes in der Nahe des groBen
Spiegels kann die Mittenabschattung mit < 5% gering gehalten werden, sodass keine nennenswerte Wirkung auf die Abbildung erfolgt.
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Abb. 11.19  Schnittbild eines schwachen Mikroskop-Objektivs und Tabelle mit Reflexlichtenergien der Einzelflachen, soweit sie den
Empfanger erreichen und das Bild iberlagern; angegeben relativ zur Abbildung bei 100 % spiegelndem Objekt.
(Besonders die Flachen 2 und 3 sind flr den zentralen Reflex im Bild verantwortlich!)
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