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5 Arbeitsmappe:
Literatur: , [NTERNATIONALE MIKROSKNPIE-TAGE IN HAGEN 1992

Anwendungsbereich:

Wie bei der Durchlicht—-Mikroskopie kann man auch im Auflicht
zwischen Hellfeld- und Dunkelfeldbeleuchtung unterscheiden.
Bei der Hellfeld-Methode wird das Objekt durch das Objektiv
hindurch beleuchtet. Das vom Prdparat reflektierte Licht gelangt
durch das System Objektiv + Tubuslinse zum Okular und ins Auge
des Beobachters. Bei der Dunkelfeldmethode beleuchtet man das
Objekt so schridg, daB nur die am Objekt gebeugten oder gestreuten
Lichtstrahlen ins Objektiv fallen, wdhrend das direkte Licht
daran vorbei gelenkt wird. Neben diesen beiden wichtigsten Metho-
den der Auflicht-Mikroskopie gibt es noch einige spezielle Metho-
den, =zu denen die Auflicht-Fluoreszenz-, -Phasenkontrast-,

—-Interferenz—, —-Reflex— und -Spiegelreflexmikroskopie gehdren.

e Auflicht-Mikroskopie bei schwachen VergroBerungen

Unproblematisch ist die Auflicht-Mikroskopie bei schwachen Ver-
gréBerungen mit den Objektiven 1,0x/0,04 bis 5x/0,10. Sie kann
ohne Vertikal-Illuminator durchgefiihrt werden. Eine am Stativ
hohenverstellbare Mikroskopierleuchte geniigt den Anforderungen.

Es sind auch keine speziellen Auflicht-Objektive erforderlich.

Lol AufEldcht=Hellfeld

Um eine azimutfreie Auflicht-Hellfeldbeleuchtung zu erzielen,
geniigt bereits eine planparallele Glasplatte, die im Winkel
von 45 Grad vor dem Objektiv angeordnet ist (Bild 1). Man kann
dafir eine Halterung aus Holz oder Metall anfertigen, die auf
das Prdparat aufgesetzt oder am Objektiv befestigt wird. Die
0,4 mm starken geschliffenen Deckglidser fiir Blutkdrperchen—-Z&hl-
kammern sind als Strahlenteiler besonders gut geeignet. Das
von der Lichtquelle S iiber den Kollektor K1 und die Linse L
kommende Licht wird am Strahlenteiler ST teilweise umgelenkt
und vom Objekt in der Objektebene Oe durch die Platte hindurch
ins Objektiv Ob reflektiert. Mit dem Okular beobachtet man ein

recht helles Bild.

GOKE,G.: Methodensammlung "Lichtmikroskopie”
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Bild 1: Azimutfreie Auflichtbeleuchtung fiir
schwache VergréBerungen. ST Strahlenteiler
(Planglas). Ubrige Bezeichnungen wie in Bild

2.

s Auflicht-Dunkelfeld

Wenn man neben dem Objektiv einen um etwa 45 Grad geneigten
Spiegel Sp anbringt, so kann man das von der Lichtquelle S iiber
den Kollektor K1 und die Linse L kommende Licht in die Objekt-
ebene reflektieren. Das am Objekt abgebeugte und gestreute Licht

gelangt ungehindert ins Objektiv Ob (Bild 2).

Bild 2: Azimutale Auflichtbeleuchtung fiir
schwache Vergrof3erungen.

S Lichtquelle, K7 Kollektor, L Linse, Sp Spie-
gel, Oe Objektebene, Ob Objektiv.

Mit zwei Schwanenhals-Lichtleitern, die rechts und links neben
dem Objektiv angeordnet sind, kann man das Licht einer Kaltlicht-
quelle auf das Prdparat lenken. Von aufsteckbaren Fokussierlinsen
wird das aus den Lichtleitern austretende Licht zusdtzlich gebiin-
delt und dadurch die Helligkeit des Bildes vergrdBert. Man er-
zielt je nach der Stellung der Lichtleiter ein mehr oder weniger
azimutales Dunkelfeld, das fiir viele Arbeiten (u.a. Mikropaldon-

tologie) vollkommen ausreicht.
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Eine allseitig einfallende Auflicht-Dunkelfeldbeleuchtung (Azi-
mut 360 Grad) wird mit dem Descartes—-Spiegel (in Deutschland
als Lieberkiihnspiegel bekannt) und seinen mannigfaltigen Verbes-
serungen erzielt (Bild 3). Das Licht f&dllt von unten durch die
Offnung des Objekttisches, die mdglichst groB sein soll und
mit einer Glasplatte ausgefiillt ist. In der Mitte der Glasplatte
befindet sich eine eine kleine lichtundurchlissige Scheibe von
etwa 10 mm Durchmesser, auf der das Objekt liegt. Das Licht
wird mit einem glockenférmigen Spiegel, der auf das Mikroskop-—
objektiv aufgesteckt ist und eine Neigung von etwa 45 Grad hat,
auf das Objekt gelenkt. Man erzielt ein ziemlich reliefloses
Bild. Wenn man jedoch Azimutblenden in den Filtertridger des
Mikroskops 1legt, wirkt das Bild plastischer. Man kann diesen
Spiegel aus dem Reflektor einer ausreichend groBen Taschenlampe
oder einer Halogen—-Kaltlichtspiegellampe selbst herstellen.
Nach dem gleichen Prinzip arbeitet der Dunkelfeldkondensor nach
HAUSER (Bild 4), der sich vom Lieberkiihnspiegel durch den viel

schrdgeren Lichteinfall unterscheidet und sehr plastische Bilder

liefert.

Objektiv

Spiegelfldche

A-Mergllaufsctz

Glasplatte .
2 = —
— Lichtstrohlen __ﬁ Objekitisch
Bild 3
Objektiy
Spiegelfidchen
Metalltisch —————— byt
- 7 ]
—— lichtstrohlen —— Glasplatte

Bild 4: Das Prinzip des Dunkelfeldkondensors nach Hauser
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2. Auflicht-Mikroskopie bei starken VergrifBerungen

Fiir Auflicht-Untersuchungen im Hell- und Dunkelfeld mit starken
Objektiven sind spezielle Vertikal-Illuminatoren erforderlich,
deren Lichtfiihrung dem Kohlerschen Prinzip entsprechen sollte.
Mehrere Bauweisen des Illuminators sind mdglich, je nach dem
ob im Hellfeld oder Dunkelfeld beobachtet werden soll, ob
Endlich- oder Unendlich-Optik vorhanden ist oder ob nur mit
gewdhnlichem oder auch mit polarisiertem Licht untersucht wird.
In jedem Falle miissen die Objektive ab einer numerischen Apertur
von 0,30 fiir unbedeckte Pridparate korrigiert sein. Bis zu diesem

Wert ist das nicht zwingend erforderlich.
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Bild 5: 90°-Prismen-Illuminator (links) und
Planglas-Illuminator (rechts).

P Prisma, ST Strahlenteiler (Planglas), Ob Ob-
Jjektiv, Oe Objektebene, 77 Tubuslinse.

Man unterscheidet zwei Grundtypen von Vertikal-Illuminatoren.
Das System nach NACHET (Bild 5a) ist besonders fiir geringe bis
mittlere VergrdBerungen geeignet. Eine H#lfte des Tubus enthidlt
ein Prisma P, das alle Lichtstrahlen um 90 Grad abwinkelt und
durch das Objektiv Ob in die Objektebene Oe leitet. Die andere
Hélfte von Objektiv und Tubusrohr ist fiir das vom Objekt reflek-
tierte Licht frei, daB durch die Tubuslinse T1 zum Okular
gelangt. Vorteil: Die Bilder sind sehr hell. Nachteil: Die nume-
rische Apertur der Objektive wird herabgesetzt. Es ergeben sich
Azimuteffekte (hohere Kontraste) und dadurch Tduschungsméglich-
keiten. Beim System nach BECK (Bild 5b) enthidlt der Tubus ein
um 45 Grad geneigtes Planglas als Strahlenteiler ST, das den

ganzen Tubusquerschnitt ausfiillt. Dieser Strahlenteiler lenkt
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einen Teil des Lichtes nach wunten durchs Objektiv Ob zur
Objektebene ©Oe. Ein anderer Teil geht ungenutzt durch das
Planglas hindurch. Deshalb sind die Bilder nicht so hell wie
beim Illuminator nach NACHET. Vorteil: Die numerische Apertur
des Objektivs wird voll ausgenutzt. Nachteil: Den Bildern fehlt
der Kontrast. Mit =exzentrisch einstellbaren Irisblenden oder
Azimutblenden kann man den Kontrast jedoch erhdhen. Polarisier-
tes Licht wird zum Teil depolarisiert. Andererseits kann man

das bildverschleiernde parasitdre Streulicht mit Polarisations-

filtern beseitigen.

Bei den modernen Mikroskopen 1in systemintegrierter Bauweise
und Unendlich-Objektiven ist der Strahlenteiler im Unendlich-
Strahlenraum zwischen Objektiv und Tubuslinse angeordnet und
kann hier ein- und ausgeschaltet werden. Fir System—Mikroskope
mit Endlich—-Optik ist der Vertikal-Illuminator als Zwischentubus
konstruiert. Hier wird der Strahlenteiler im' parallelen Strah-
lengang zwischen zwei Telanlinsen angeordnet (Bild 6). Auch
bei den Vertikal-Illuminatoren, die anstelle des Objektivrevol-
vers in dessen Schwalbenschwanzfiihrung geschoben werden, besteht
zwischen dem Unendlich-Objektiv und der Tubuslinse ein Parallel-

strahlengang, in dem sich die Strahlenteiler (Prisma oder plan-

parallele Platte befinden.

A

— lE An
LB1 Pol j
L2
ST
= .
(: L
Kol WF KF I I

A) Lichtquelle, Kollektor
und Filter

B) Telansystem mit Strah-

lenteiler und Analysator

Bitld 6 System—Mikroskop mit Vertikal-Illuminator

als Zwischentubus.
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Bild 7: Aufbau eines einfachen Vertikal-Illu-
minators.

S Lichtquelle, K/ Kollektor, ST Strahlenteiler
(Planglas), Ob Objektiv, Oe Objektebene, T/
Tubuslinse.

Bild 8: Vereinfachte KOHLERSCHE Auflicht-
beleuchtung.

SLichtquelle, K/Kollektor, 4B Aperturblende,
L Linse, ST Strahlenteiler (Planglas), Ob Objek-
tiv, Oe Objektebene, 7! Tubuslinse.

B Ki ap LR Ly &‘Oe

Bild 9: Optik-Schema des Vertikal-Illumina-
tors nach dem KOHLERschen Prinzip.

S Lichtquelle, K/Kollektor, A8 Aperturblende,
L, und L, Linsen, LB Leuchtfeldblende, ST
Strahlenteiler (Planglas), Oe Objektebene, T/
Tubuslinse.
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2.2 Auflicht-Dunkelfeld

Ein gutes Dunkelfeldbild kann im Auflicht nur durch schrige

Beleuchtung des Objekts erreicht werden. Die meisten Beleuchtungs-
einrichtungen fiir Auflicht—-Dunkelfeld enthalten einen paraboli-
schen Hohlspiegel und werden mit speziellen Objektiven verwendet.
Bild 10 =zeigt diese Anordnung schematisch. Die Lichtquelle S
wird vom Kollektor XK1 in die Brennebene der Kollimatorlinse
L abgebildet. Dort befindet sich die Leuchtfeldblende LB. Das
Licht verldBt die Kollimatorlinse L als paralleles Biindel. Die
Zentralblende ZB blendet einen =zentralen, rohrenformigen Teil
des Lichtbiindels aus. Die peripheren Teile des Lichtbiindels
fallen auf den Ringspiegel Rsp und werden iiber den als Parabol-
spiegel wirkenden Dunkelfeldkondensor auf die Prdparateoberfld-
che Oe reflektiert. Die Lichtquelle S wird nicht genau im Brenn-—
punkt des Objektivs Ob abgebildet. Trotzdem kann die GrdBe
des beleuchteten Feldes mit der Leuchtfeldblende LB variiert
werden. "Bei Verwendung von schwachen Objektiven muB in der N&he
des Kollektors ein feinkdrniges Mattglas MG eingeschaltet werden.
Bei dieser Beleuchtungsanordnung handelt es sich nicht um eine
Kéhlersche Beleuchtung, sondern um eine kritische Beleuchtung,

bei der die Lichtquelle in der Objektebene abgebildet wird.

Bild 10: Auflicht-Dunkelfeldbeleuchtung
schematisch.

S Lichtquelle, K/ Kollektor, MG Mattglas, Lb
Leuchtfeldblende, L Linse, Zb Zentralblende,
RSp Ringspiegel, Ob Objektiv fiir Auflicht-
Dunkelfeld, Oe Objektebene, 7/ Tubuslinse.
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Die mit der Kohlerschen Beleuchtung mogliche Anderung der Be-
leuchtungsdapertur bringt beim Dunkelfeld keinen Gewinn. Hier
wird eine hohe Lichtausbeute verlangt. Das am Objekt gebeugte
Licht gelangt ins Objektiv Ob, geht als Parallelstrahlenbiindel
durch den durchgebohrten Ringspiegel RS und wird von der Tubus-—
linse TL in der Zwischenbildebene wieder zu Bildpunkten vereinigt
Auflicht-Dunkelfeldeinrichtung dieser Art werden von mehreren

Mikroskopherstellern angeboten.

3. Auflicht-Phasenkontrast

Die Auflicht-Phasenkontrastmikroskopie wird hauptsidchlich in
der Metallographie angewendet, aber auch bei der Untersuchung
ebener, nichtmetallischer Oberflidchen. Die an das Verfahren

gestellten Erwartungen haben sich jedoch nicht restlos erfiillt.
zeigt Bild 11 am Beispiel eines inversen Me-
vom Kollektor Kol auf

Seine Realisierung
tallmikroskops. Die Lichtquelle S wird
der Ringblende RB abgebildet. Die Feldlinse FL erzeugt in der
Bild der Ringblende RB wund im

Objektivbrennebne ein erstes
Dieses Blendenbild

Unendlichen ein Bild der Leuchtfeldblende LB.

wird vom Objektiv Ob in der Objektebene Oe abgebildet, wo es

Objektfeld begrenzt. Die erste Linse des
Objekt ein erstes

das ausgeleuchtete
Zwischenabbildungssystems L 1 erzeugt vom
Zwischenbild ZB 1, ein normales Hellfeldbild, und von der Ring-

blende RB ein drittes Zwischenbild, in dem die Phasenringplatte

Bild 11: Optik-Schema des Phasenkontrast-
verfahrens im Auflicht mit Zwischenabbildung.
' Hier am umgekehrten Mikroskop. S Lichtquel-
o le, Ko/ Kollektor, RB Ringblende, LB Leucht-
— — 4 — -ZB, feldblende, £/ Feldlinse, ST Strahlenteiler
| (Planglas), Ob Objektiv, Oe Objektebene, L, und
@Ok L, Linsen, ZB, 1. Zwischenbild, ZB, 2. Zwi-
I schenbild, Ph Phasenringplatte, Ok Okular. Er-

| klirung im Text.
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Ph angeordnet werden kann. Die zweite Linse des Zwischenabbil-
dungssystems L 2 erzeugt ein zweites Zwischenbild des Objekts
ZB 2, das jedoch ein Phasenkontrastbild ist und mit dem Okular
Ok betrachtet werden kann. Fir dieses Mikroskop sind keine
speziellen Phasenkontrastobjektive erforderlich. Es gibt noch
weitere Beleuchtungsanordnungen i Auflicht-Phasenkontrast.
Grundsdtzlich kann die Phasenringplatte auch in der hinteren
Brennebene des Objektivs angeordnet sein (wie beim Durchlicht
PK). Nachteilig ist nur das ringformig aufgehellte Objektfeld
und der Umstand, daB fiir jedes Objektiv eine eigene Bleuchtungs-

linse erforderlich ist.

4, Auflicht-Interferenzmikroskopie

Von den =zahlreichen Auflicht-Interferenzmikroskopen sollen hier
nur diejenigen behandelt werden, bei denen der Vergleichsstrahlen
gang vom Objekt beeinfluBt wird. Die Polarisations—-Interferenz-
mikroskope nach SMITH und NOMARSKI, sowie das Interphako-Verfah-
ren nach BEYER und SCHOPPE (s. 3. INTERNATIONALE MIKROSKOPIE-
TAGE IN HAGEN) lassen sich auch fiir die Auflicht-Interferenz-

mikropskopie abwandeln. Bild 12 zeigt die hdufig verwendete Auf-

— —Ze
T
T
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1
e S e s i W
\ ST
|\ i
Pol Kl “'§
N
o) NP

8ild 12: Auflicht-Interferenzordnung nach
Ob NOMARSKI, schematisch. Po/ Polarisator, K
[Collektor, ST Strahlenteiler (Planglas), NP No-
marski-Prisma, Ob Objektiv, Oe Objektebene,

TI Tubuslinse, Ze Zwischenbildebene.
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licht-Interferenzanordnung nach NOMARSKI. Es ist nur ein Wolla-
ston— bzw. Nomarski-Prisma erforderlich, das zweimal durchsetzt
wird und somit auch die Funktion des Kompensationsprismas iiber-
nimmt. Wie beim differentiellen Interferenzkontrast £fiir Durch-
licht sind auch hierbei nur kleine Bildaufspaltungen modglich.
Das von der Lichtquelle kommende Licht wird vom Polarisator
Pol linear polarisiert und gelangt iiber die Kollektorlinse K1
und die Strahlenteilerplatte ST zum Nomarski-Prisma NP und weiter
durch das Objektiv Ob zum Prédparat in der Objektebene Oe. Dort
wird es wieder ins Objektiv Ob reflektiert, durchsetzt erneut
das Prisma NP, dann den Strahlenteiler ST und gelangt schliefB-
lich durch die Tubuslinse TL zur Zwischenbildebene Ze. Nachdem
sie den Anlaysator passiert haben, kdnnen die Lichtwellen

miteinander interferieren.

S. Auflicht-Polarisationsmikroskopie

Die an ein Auflicht—Polarisationsmikroskop zu stellenden Anforde-
rungen sind méistens nicht ganz 2zu erfiillen. Abweichungen von
der Linearitit der Polarisation sind nicht ganz zu vermeiden.
Sie treten u.a. auf, wenn das Licht unter einem von 90 Grad
abweichenden Winkel auf das Prdparat auftrifft. Das ist praktisch
immer der Fall. Auch wenn das Licht an der planparallelen Platte
einen Phasensprung erfihrt, der von O grad oder 180 Grad abweicht
ist die Polarisation nicht mehr linear. Bei schwachen Objektiven
bleiben die Anderungen des Anisotropieeffektes unter der Wahr-
nehmbarkeitsgrenze. Plangldser sind fiir solche Illuminatoren
ungeeignet, weil sie eine zusdtzliche Inhomogenitidt des Polari-
sationsfeldes bewirken. Das trapezfdormige dreifach brechende
Prisma aus hochlichtbrechendem Glas, das sog. BERECK-Prisma
wird am hiufigsten verwendet. Der azimutale Fehler ist so gering,

daBl er vernachlidssigt werden kann.

6. Sonderfdlle der Auflicht-Mikroskopie

6.1 Reflexmikroskopie

Es ist durchaus méglich, die mit einem Deckglas bedeckten Aus-—
striche oder Mikrotomschnitte im Auflicht-Hellfeld zu wunter-
suchen, wenn diese mit reflektierenden Farbstoffen oder Metall-
salzen behandelt wurden. Auch verschiedene natiirliche Pigmente
und Vitalfarbstoffe reflektieren das Licht. Auf dieser Eigen-—
schaft beruht die von WESTPHAL 1963 entwickelte Reflexmikroskopie

die allerdings nur mit Immersionsobjektiven méglich ist.
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6.2 Reflexionskontrastmikroskopie

PATZELT stellte 1977 eine Anordnung fir die Reflexkontrastmikro-—
skopie vor, die er an ein inverses Mikroskop adaptierte (Bild
13) .Im Beleuchtungsstrahlengang befindet sich ein Polarisator
Pol, im Beobachtungsstrahlengang der Analysator An. Hierdurch
wird hauptsdchlich das von der Glasoberfliche reflektierte Licht
gesperrt. Durch die Anordnung einer A/4-Platte zwischen Objektiv
und Pridparat entsteht zirkular polarisiertes Licht, das vom
Analysator durchgelassen wird. LEITZ hat fir diese Methode spe-
zielle Objektive mit drehbarem A/4-Plattchen entwickelt. Fir
die Untersuchung im Reflexionskontrast sind alle diinnen Zellen
und solche, die sich anheften und fortbewegen kénnen, besonders

gut geeignet.
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Bild 13: Reflexionskontrast, schematisch. ¢ J
Das vom Polarisator Pol/ linear polarisierte d &
Licht @ wird vom Strahlenteiler ST in Richtung 3
Objektiv reflektiert. Dort wird es von der aufge- * b
kitteten A\/4-Platte zirkular polarisiert (¢). Das K =
vom Objekt reflektierte Licht 4 durchlduft den X Y
Analysator 4n und liefert das kontrastreiche = 1 An
Bild e, wihrend das an der Linsenoberfliche \:
reflektierte Falschlicht 4 linear polarisiert ist .
und vom Analysator An gesperrt wird.

e

6.3 Spiegelreflexmikroskopie

Am leichtesten realisierbar und fir den Hobby—-Mikroskopiker
am interessantesten ist die von APPELT 1982 beschriebene Spie-
gelreflexmikroskopie dim Auflicht-Hellfeld (Bild 14). Es wird
ein gewdhnlicher Vertikal-Illuminator benutzt. Man legt einen
normalen Glasspiegel von ObjekttrdgergroBe auf den Objekttisch
T und darauf den Objekttrdger OT mit dem Pridparat, das mit einem
Deckglas D bedeckt dist. Ein zirkular polarisierendes Filter
wird als Polarisator Pol in den Beleuchtungsstrahlengang und
ein linear polarisierendes Filter als Analysator An in den Be-
obachtungsstrahlengang gebracht. Die mikroskopischen Objekte

erscheinen im mikroskopischen Bild leuchtend hell. Doppelbrechen-—
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de Objekte =zeigen oft leuchtende Interferenzfarben. Bei diesen
kann man auch mit linear polarisiertem Licht beleuchten. Wenn
man zwischen Objekttridger und Spiegel einen Tropfen Immersions—
61 bringt, sind die Bilder noch heller. Der Kontrast wird ge—
steigert, wenn man im Beleuchtungsstrahlengang zwischen Polari-
sator Pol und und Kollektor K1 eine Zentralblende ZB anordnet.
Bei Phasenobjekten muB die Brechzahldifferenz zwischen EinschlufB-

mittel und Objekt mdglichst groB sein.

Pol

oT

Sp———

— T

Bil(%1 14: Spiegelreflexmikroskopie, schema-
tisch.

Von der Spiegelreflexmikroskopie ist die von GOKE 1990 vorge-
stellte simultane Auflicht-Durchlicht-Beleuchtung abgeleitet
(Bidd 15): Auf dem Objekttisch 1liegt ein halbdurchlédssiger

Spiegel. Wie ©bei der Spiegelreflexmikroskopie wird mit einem
gewdhnlichen Vertikal-Illuminator von oben beleuchtet. Gleich-
zeitig 14Bt man vom Kondensor von wunten Licht durch den
halbdurchlissigen Spiegel fallen. Oft ist es vorteilhaft, mit
polarisiertem Auflicht und normalem Durchlicht zu beleuchten.
Man kann den halbdurchldssigen Spiegel auch durch ein griines

Interferenzfilter ersetzen und mit rot eingefdrbtem polarisier-

ten Auflicht ©beleuchten. Doppelbrechende Objekte erscheinen
dann rot auf griinem Untergrund. Als Ersatz fir den halbdurch-

lissigen Spiegel sind auch metallbedampfte halbdurchldssige
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Kunststoffolien geeignet. Diese sind so dinn, daB man auch Durch-

licht-Kondensoren mit hohen numerischen Aperturen verwenden

kann.

Fiir die Mikroskopiker, die nicht an den 3. INTERNATIONALEN MIKRO-

SKOPIE-TAGEN IN HAGEN teilnehmen konnten, ist das Skript "Simul-
tane Auflicht-Durchlicht-Mikroskopie" (s. auch MIKROKOSMOS 1990)

beigefiigt.

Ausfiihrliches Literaturverzeichnis zum Thema Auflicht-Mikroskopie

in GOKE, G.: Moderne Methoden der Lichtmikroskopie. Franckh-

Verlag Stuttgart 1989.




