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Das Köhlersche Beleuchtungsverfahren

- cÖKE, G. : Moderne MethodenLiteratur: iranctctr-srurrsarr 1988
der Lichtmikroskopie

A11e SysLemmikroskope mit eingebauter

oder ansetzbarer Köh1er-Leuchte.

Von der richti.gen Beleuchtung des Präparates hängt es in starkem
Maße äb, ob das Leistungsvermögen des optischen Systems (0bjektiv
+ Tubuslinse + 0kular) vo11 genutzt werden kann. Für die He11-
feldbeleuchtung hat slch das von A. KÖHLER bereits 1893 angegebe-
ne Beleuchtungsverfahren am besten bewährt. Es wird heute bei
den meisten Systemmikroskopen bevorzugt., obgleich auch mit der
sogenannten ttkritischen Beleuchtungtt durchaus zufrj.edenstellende
Resultate erzielt werden können.

Das Köhlersche Beleuchtungsverfahren verfolgt den Zveck, bei
opt.irnaler Ausnulzung der Lichtleistung der Lichtquelle eine
gleichmäßige Ausleuchtung der Eintrittspupille des Mikroskops
und des 0bjektfeldes zu erreichen, um sowohl die Größe des aus-
geleuchteten Feldes a1s auch di.e Größe der Beleuchtungsapertur
unabhängig voneinander zv variieren und an die günstigsten Beob-
achtungsbedingungen anpassen zu können. E'rforderlich ist eine
möglichst f1ächenhaft strahlende Lichtquelle S, der Kollektor
K, di.e LeuchLfeldblende LB, die Aperturblende AB und der Konden-
sor Kd. Die nachfolgende Zeichnung zeigt das Köhlersche Beleuch-
tungsverfahren schematisch.
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Das Kö glrnsche Beleuchtungsvert'ah-
ren schematisch.
S Lichtquelle, K Kollektor, l^B Leuchtfeld-
blende. ,,l8 Aperturblende, Kd Kondensor, Oe
Objektebene, Oä Objektiv, Oäe Objektivbrenn-
ebene. Ze Zwischenbildebene, Ok Okular, lp
Austrittspupille. Erklärung im Text.

Der Kollektor K bildet die Lichtquelle S vergrößert in die Ebe-
ne der Aperturblende AB ab, die glelchzeitig Ei-ntrittspupille
des Mikroskops ist. Dieses Lichtquellenbild muß mindesLens die
gleiche Größe haben wle die Eintrittspupille des Mikroskops,
wenn die Kondensorapert.ur voll genutzt werden so11. Die Apertur-
blende AB wird dann vom Kodensor Kd und dern 0bj ektiv 0b in di.e
Ebene der 0bj ektivaustrittspupille (0bj ektivbrennebene 0be )
und mit dem Oku1ar 0k ln die Aust.rittspupille des Mikroskops
abgebildet. Hierdurch ist es mög1ich, durch Andern der Apertur-
blende AB die Beleuchtungsapertur z! yari.ieren ohne dabei di.e
Größe des gleichmäßig ausgeleuchteten 0bj ektfeldes zu .ändern,
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und andererseiEs mit Hilfe der Leuchtfeldblende die Größe des
ausgeleuchLetetn Objektfeldes zu variieren ohne dabei die Be-
leuchtungsapertur zv beeinflussen. TheoreEisch nlmmt mit zuneh-
mender Beleuchtungsapertur das Auflösungsvernögen des Mikroskops
z1t. Praktisch nimmt dabei jedoch der Kontrast ab. Man muß deshalb
elnen Kompromiß zwischen erreichbarer Auflösung und Kontrast
schließen und die Beleuchtungsapertur auf ein von den 0bjekt-
eigenschaften abhängiges Maß reduzieren.

Üblicherweise wird die Aperturblende des Mikroskops in der Ebene
der Ei-ntrittspupille des Kondensor angeordnet. Bei den neuen
Mikroskopen von LETTZ ist sie jedoch in einer speziell hierfür
geschaffenen konj ugi.erten Ebene im Stativfuß untergebracht,
wo sich auch die Leuchtfeldblende befindet. Durch ei.n synchron
nit dem Ausfahren des Kondensorkopfes in den Strahlengang ein-
schwenkendes optisches Korrekturglied wird sichergestellt, daß
die einmal vorgenonnene Fokussierung der Leuchtfeldblende über
den Vergrößerungsbereich der 0bjekti.ve 2,5x bis 100x erhalt.en
bleibt und ein Absenken des Kondensors entfallen kann. Gleich-
zei-iui-g behä1t die Aperturtblende über den gesamten Vergrößerungs-
bereich ihre vo1le optische trt/irksamkeit. f n das Zwischenbild
des Larnpenwendels können Streuscheiben eingeführt werden, die
fnhomogenitäten des beleuchteten 0bjektfeldes ausgleichen.

Bei der Köhlerschen Beleuchtung ist die Leuchtfeldblende vor
dem Kollektor . unbedingt. erforderlich, um eine störende Licht-
streuung in d'er Objektebene zv vermeiden. .A11e Eingriffe in
dieser Ebene korrespondieren mit der 0bjektebene, weil die Leucht-
f eldblende mit ihr konj ugiert lst. I,/end die Inhomogenitäten
einer Lichtquelle (Glühwendel ) zerstört werden so1len, könnte
nan z.B. eine Niedervoltglühbirne mit mattiertem Glaskolben
verwenden, h/enn es diese geben würde. Man kann auch eine Linse
des Kollektors mattleren, wi-e es von einigen Herstellern gemacht
wird. Nachteilig ist dabei, daß nan diese Mattierung nicht aus-
schalten kann und sie viel Licht verschluckt. Bei Mikroskopen
rnit wechselbarer Li-chtquelle , an die ein Lampenhaus mit 12 V / lOO
l,Iatt-l{alogenlampe angesetzt werden kann, reicht dann das Licht
für die Blaulichtfluoreszenzanregung nicht mehr aus. Es wäre
viel besser, zwischen Kollektor und Leuchtfeldblende eine sehr
feinkörnige Mattscheibe rnit der Matt.ierung zvr Lichtquelle so
einzuseEzer., daß sie leicht zu entfernen ist. Die Leuchtfeldblen-
de würde dann ihre vo1le Funktion behalten. Lei.der ist das bei-
fast a11en Mi.kroskopen mit eingebauter Köhlerbeleuchtung unmög-
1i-ch, doch könnten handwerklich geschickte Mi.kroskopiker das
Problem 1ösen. l/enn man z.B. ei.ne Mattscheibe in die Lichtaus-
trittsöffnung des Mikroskopfußes einsetzt und dann den Strahlen-
Lei-1er des unj-versellen Mikroblltzes nach STAHLSCHMIDT verr,rendet,
so kann man dessen Leuchtfeldblende im Präparat scharf abbi.lden
und auf diese Weise ein homogenes 0bjektfeld erzeugen. Meistens
wird die Mattscheibe auf die Lichtaustrittsöffnung des Mikroskop-
fußes gelegt oder in den Filterträger des Kondensors eingesetzt.
Das darf aber nur geschehen, nachdem die Köhlersche Beleuchtung
exakt eingestellt worden ist.

Die Mattscheibe bewirkt eine inkohärente Beleuchtung. Sie ver-
mindert das sogenannte ttphysikalische Rauschentt, das von Abbil-
dungsfehlern der optischen Elemente und Schmutz auf den Linsen-
f1ächen hervorgerufen wird. Die Streuung des Lichtes bewirkt
eine Erweiterung des brauchbaren Sehfeldes und eine Vergröße-
rung der Einstelltoleranz im 0bSektraurn. Der Bildkontrast wird
j edoch verringert .



Nr.: M Blatt 3

Man kann die Mattscheibe mi.t. ihrer negativen Llirkung durch ej.n
sogenannLes Schlierenfilter ersetzen. Eine klare runde Glascheibe
wlrd mit mattem, beschriftbaren Tesafilm so beklebt, daß in
der Mitte ein 1 bis 3 mm breiler Spalt frei bleibt (Bi1d 2) -

Um aziurutale Effekte auszuschalten, kann man das Filter auch
so gestalten, daß ein kreuzförmiger klarer Spalt entsteht (Bi1d
3). Die matt.ierten F1ächen' des Filters zerstören die Kohärenz
des Lichtes, während sie im Bereich des Spaltes erhalten bleibt.
Man kann den klaren Spalt auch in einer mit Glasmalfarbe grün
gefärbten Mattscheibe anbringen, dle verschiebbar angeordnet
isL, so daß sie exzentrisch eingestellt werden kann. Das Auflö-
sungsvermögen wird gesteigert, weil die Beleuchtung durch den
Spalt kohärent ist, während sie durch die grüne MatLscheibe
inkohärenL gest.reut wird. Durch die Verschiebung des Spaltes
wird ei-ne einseitige schi.efe Beleuchtung bewirkt, die einen
Schatteneffekt ergibt, der die 0bj ekte reliefartig erscheinen
1äßr.

Bi 1d Bild 3

Annerkung: Das schlierenfilter beseitigt auch den manchmal auf
Mi_kroaufnahnen vorhandenen unerwünschten hel1en Fleck in der
Bildmitte, der als I'Hot Spot" bekannt ist und von Reflexionen
an Linsenflächen usw. verursacht wird. Das Lut natür1ich auch
di-e Mattschei.be, allerdings mit den beschriebenen negativen
Nebenwirkungen.

Man kann das Leuchtfeld auch di,rekt unter dem Objektträger
begrenzen. Bei Verwendung des Mikroskops ganz ohne Kondensor
oder mit einem Brillenglaskondensor bei ganz schwacher 0bjekti.v-
vergrößerung ist das immer die richtige Ste11e für eine Leucht-
feldblende. Aber auch bei sonst Köhlerscher Beleuchtung ist
die Effektivität wesentlich besser. Selbst wenn mit ej.nen apla-
nat.ischen Kondensor das Bild der Leuchtfeldblende nach KÖHLER
in die 0bjektebene projiziert wlrd, ist der Bildkontrast geringer
als bei ei-ner direkten Abblendung am 0bjekt. Der Grund dafür
ist die Lichtstreuung zwischen den Linsen des Kondensors. Man
kann diese Methode realisieren, v/enn nan sich feine Lochblenden
herstel1t., die in di.e Öffnung des 0bjekttisches passen und deren
Durchmesser so groß ist, daß der Blendenrand gerade bis zum
Rande des Sehfeldes rei.cht. Beispiel: Bei einen Obj ektiv 10x
und einem Okular mit. der Sehfeldzahl 18 müßEe die Lochblende
einen Durchmesser von 1 ,8 mn haben (wenn kein Tubusfaktor z!
berücksichtigen ist).
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Durchführung des Köhlerschen Beleuchtungsverfahrens ni.t Mikrosko-

pen, deren Beleuchtung in den Fuß eingebaut ist oder die eine

ansetzbare Köhlerleuchte besitzen.

1. Mit dem Objektiv 10x und 0kularen 10x wird bei geöffneter
Kondensor- und Leucht,feldblende ein geeignetes Präparat
annähernd scharf eingestellt. Die Helli.gkeit des 0bjektfeldes
wird mit den Regeltransformat.or reguliert.

Die Leuchtfeldblende wird geschlossen.

Man bewegt den Kondensor durch Drehen des Triebknopfes solan-
ge auf und ab, bis ein scharfes Bild der fast geschlossenen
Leuchtfeldblende im 0bjektfeld erscheint.

Llenn kei.n Bild der Leuchtfeldblende zu erkennen ist, muß
der Kondensorträger mit Hilfe seiner Zentrierschrauben ent-
sprechend zentriert werden. Bei- anseLzbaren Köhlerleuchten
hat der Umlenkspi-ege1 meisters Zentrierschrauben, nit denen
das Bild der Leuchtfeldblende ebenfalls in die Mitte des
0bjektfeldes gebracht werden kann.

Das Bll-d dqr Leuchtfeldblende wird durch Drehen der Zentrier-
schrauben des Kondensorträgers, bei ansetzbaren Köhlerleuch-
ten auch mlt Hi. 1fe der Zentrierschr-auben des Umlenkspie-
ge1s, genau in die Mitte des 0bjektfeldes gebracht und durch
Heben bzw. Senken des Kondensors scharf eingestellL.

Man öffnet die Leuchtfeldblende bis knapp über den Rand
des 0bj ektfeldes hinaus, daß jetzt gleichmäßig he11 sein
muß.

Anmerkung: Bei Verwendung eines zweilinsigen oder aplana-
tischen Kondensors hat das Bild der Leuchtfeldblende farbi-
ge Säume. In diesem Fal1e wird die Leuchtfeldblende so
weit geöffnet, bis auch der farbige Saum aus dern Objektfeld
verschwunden ist.

I,r/enn das 0bj ektf eld nicht gleichmäßig he11 ist oder Farb-
spuren der Glühwendel zeigt, kann man durch Drehen oder
Vor- bzw. Zurückschieben der Lampenfassung, evt1. auch
durch Verstellen der G1ühbirne mit den dafür vorgesehenen
Zentrierschrauben an der Lampenfassung oder am Lampenhaus,
eine Homogenisierung des Bilduntergrundes erreichen. Man
f indet auf diese trrleise den Punkt, an dem eine gleichmäßige
Ausleuchtung des 0bjektfeldes erzielt wird. Durch Einlegen
elner sehr feinkörnigen Mattscheibe in die Lichtaustrj-tt,s-
öffnung des Stati-vfußes oder in den Filterträger des Konden-
sors kann man das 0bj ektfeld vollkommen homogenisieren,
allerdings mit den bereits geschilderten Nachteilen, z.B.
Kontrastverlust.

Das Präparat \.rlrd mit dem Feintrieb endgü1tig scharfgestellt
und die Aperturblende des Kondensors so weit <ugezogen,bis ihre I,/irkung durch p1ötzliche Kont.raststeitrrrq ng zuerst
bemerkt. wird. Man ninnt das Okular heraus u t kann jetzt
die he11 erleuchtete Hinterlinse des 0bj ekt vs erkennen. Die
ebenfalls erkennbare Aperturblende so11 etwa '/3 bis höchstens
die Hä1fte der leuchtenden Fläche abdecken. Mit einem Hilfs-
mikroskop (= Einstellhilfe), wie es zar Phasenkontrast-
und fnLerferenzkontrastej.nrichtung gehört oder mit einer

')
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Amici-Bertrandlinse im Zwischentubus i.st, die Hinterlinse
des 0bjektivs (= hintere Brennebene) besonders gut za er-
kennen.

Die beschriebene Einstellung von Leuchtfeldblende und Aper-
t.urblende so11te nach j edem Obj ektivwechsel wiederholt
werden. In der Praxis wird das oft vernachlässigl . Bei
der Mlkrofotografi.e ist die exakte Einstellung der Köh1er-
schen Beleuchtung nach jedem 0bjektivwechsel gatz besonders
wichtig

Das Mikroskop ist j eEzt opti.mal für die Arbeit vorbereitet.

Fehler bein Köhlerschen Beleuchtungsverfahreu

Häufi.g werden die trrlendel der G1ühbirne nicht ausreichend groß
in der Aperturblende (= Ebene der Eint.rittspupille des Mikro-
skops ) abgebildet . Die Beleuchtungsapertur wird nicht vo11
genutzt.

Il/enn das ausgeleuchEete Feld größer isL a1s das nutzbare Obj ekt-
feld, so führt das parasitäre Streulicht ztr einer Verschlei.erung
des Bi-1de3, hras besonders bei der Mikrofotografie kontrastarne
Bilder ergibt. Bei jedern 0bjektivwechsel muß die Leuchtfeldblende
an die Größe des 0bjektfeldes angepaßt wer(en' was häufig verges-
sen wird.

Die Bildhelligkeit ändert sich nit dem Quadrat der Beleuchtungs-
apertur. Trotzdem darf die Aperturblende des Kondensors niemals
ztr Regulierung der Bildhelligkeit verwendet werden, wej.1 sich
dadurch Bildcharakter und Auflösungsvermögen ändern. Statt dessen
werden ausreichend absorbierende Neutralfilter in den Fi-lterträ-
ger eingesetzt, die in den Abstufungen I0%, 25%, 50% und I0%
Transmisslon zur Verfügung stehen und die Farbtemperatur des
Lichtes nicht beeinflussen. Bei. der visuellen Beobachtung kann
auch der Regeltransformator benutzt werden, wobei eine Anderung
der Farbtemperatur des Lichtes in Kauf genommen werden rnuß.
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