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Grenzen der lichtmikroskopischen Beobachtung

Das menschliche Auge ist ein sehr lichtempfindlicher Detektor,
der bei vélliger Dunkeladaption (Stdbchensehen) zur Registrierung
eines Lichtreizes nur 2 Photonen innerhalb einer Einfallswinkel-
differenz von 10 Bogenminuten in O bis 20 Millisekunden bendétigt.
Deshalb ist die Wahrnehmbarkeit von sehr kleinen Objekten ganz
wesentlich von deren Helligkeit und dem Bildkontrast abhidngig.
Fiir die Sichtbarkeit sehr kleiner Teilchen gibt es in Abh3dngig-
keit von der Leuchtdichte der Lichtquelle praktische Grenzen.
Diese liegen bei etwa 5 nm (0,005 pm) im Spaltultramikroskop,
bei 6 nm (0,006 m) im Dunkelfeld "des Kardioidkondensors und
bei 0,005 bis O,&g pm im empfindlichsten Interfefenzkontrast.
Dieselbe GrdBenordnung erreicht man mit dem Fluoreszenzmikroskop.
BakteriengeiBeln, die eine Dicke von nur 0,05 pam haben, kdnnen
im Dunkelfeld bereits mit einem Objektiv 40x/0,65 beobachtet
werden. Ob diese mikroskopischen Teilchen: "objektdhnlich" dar-
gestellt werden, ist eine ganz andere Frage.

Bei normaler Durchlicht-Hellfeld-Beleuchtung kdnnen farblose
durchsichtige Objekte nur dann wahrgenommen werden, wenn zwischen
ihrer Brechzahl und der des EinschluBmittels ein deutlicher
Unterschied besteht. Schon im 19. Jahrhundert hat man dafir
den Begriff "Sichtbarkeitsindex Iv eingefiihrt und diesen als
das 100-fache des Brechzahlunterschiedes A n definiert (Iy =
100 * A n). Wenn der Sichtbarkeitsunterschied kleiner als 10
ist, kann man die Objekte nicht deutlich genug erkennen. Er
sollte mindesten 15 betragen, aber fiir ein wirklich gutes Bild

bendtigt man einen Sichtbarkeitsindes Iy von etwa 30.

Beispiel: Eine Diatomeenschale mit der Brechzahl 1,42 ist in
Wasser mit der Brechzahl 1,33 eingebettet. Der Sichtbarkeitsin-
dex ist kleiner als 10. Auch wenn die Schale in Kanadabalsam
oder Malinol mit einer Brechzahl von 1,52 eingebettet wurde,
ist der Sichtbarkeitsindex nicht hoch genug. Er betrdgt genau
10. In beiden Fillen kann die Feinstruktur der Schale nicht
aufgeldost werden. Erst wenn Hyrax oder Naphrax mit einer Brech-
zahl von etwa 1,70 als EinschluBmittel verwendet wurden, ist
die Sichtbarkeit =zufriedenstellend. Der Sichtbarkeitsindex be-
trdgt jetzt 28.

Die Sichtbarkeitsgrenze ist aber auch eine Kontrastgrenze. Nach
der Formel =
max min

+ I .
max min
in der Imax und Imin die héchste und niedrigste Intensitdt in
der Helligkeitsverteilung sind, liegen alle Kontraste zwischen

0 und 1. Fiir das gesunde menschliche Auge miissen sich zwei Inten-
sitdten um mindestens 1,7 % voneinander unterscheiden. An der
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Grenze des Aufldsungsvermdgens des Auges muB die Intensitdts-—
differenz jedoch 3 bis 5 % betragen. Wo diese Grenze liegt,
ist individuell sehr verschieden.

Man muB sich die Lichtquelle eines optischen Mikroskops als
Sender vorstellen, der eine Tridgerwelle aussendet. Diese wird,
nachdem sie den Kondensor passiert hat, im Prédparat vom Objekt
moduliert. Was wir mit dem Mikroskop beobachten, ist eine modu-
lierte Abbildung von dessen Lichtquelle. Das Objekt selbst wird
nicht wahrgenommen. Wenn kein Objekt vorhanden ist und somit
auch keine Modulation stattfindet, wird in der hinteren Brenn-
ebene des Objektivs nur ein einheitliches Bild der Lichtquelle
abgebildet, ein Bild nullter Ordnung. Das modulierende Objekt
hingegen vervielfdltigt das Bild der Lichtquelle durch Beugung
und Interferenz. Dieses primidre Interferenzbild enthdlt aber
nur die Informationen iiber das Objekt, die vom Objektiv iibertra-
gen werden konnten.

Wenn das Licht aus dem Kondensor des Mikroskops kommend in das
Priparat eintritt, wird es stellenweise von den darin enthaltenen
Objekten beeinfluBt (= moduliert):

1. Es kann ungebeugt durchgelassen werden.

25 Es- kann allseitig (diffus) oder nur in eine Richtung
(= Spiegelung) reflektiert werden.

3. Von einigen Objektdetails kann es vollkommen, von anderen
selektiv absorbiert werden.

4 An den Rindern der Objekte kann es gebeugt werden. Dabei
sind die mittleren Beugungswinkel der TeilchengréBe bzw.
der Breite einer Spalte oder Linie umgekehrt proportional.

5. Von sehr kleinen Teilchen in der GréBenordnung von Licht-
wellenlingen oder noch kleiner wird das Licht gestreut.
Das ist die allseitige Rayleigh—Streuung, die eine grofBe
Rolle in der Dunkelfeld- und Ultramikroskopie spielt.

Wenn sich die Lichtquelle in einer endlichen Entfernung vom
Objekt befindet, so wird das divergent einfallende Licht gestreut:
wobei eine Beugungsfigur in endlicher Entfernung vom Objekt
abgebildet werden kann. Das ist die Fresnel-Streunung oder
Diffraktion im Nahfeld. Von parallel einfallendem Licht, dessen
Wellenfronten flach sind, wird die Beugungsfigur im Unendlichen

abgebildet oder in der hinteren Brennebene eines Objektivs,
das die gestreuten bzw. abgebeugten Lichtstrahlen aufnimmt.
Das ist die Fraunhofer-Diffraktion im Fernfeld und gleichzeitig

der Bereich der spdter entwickelten ABBEschen Diffraktionstheorie.

Die Intensitdtsverteilung in der hinteren Brennebene des Obektivs
im sog. primidren Interferenzbild, ist die umgewandelte Intensi-
tdtsverteilung im mikroskopischen Objekt. Man kann sie mit einer
mathematischen Operation berechnen, die nach Ihrem Entdecker
FOURIER-Transformation genannt wird. Deshalb bezeichnet man
die Ebene. in der das primdre Interferenzbild entsteht, als
Fourier—-Ebene. Wenn man dieses Bild erneut mit einer Linse,
z.B. mit einem Okular abbildet, so wird es transformiert, wobei
die urspriingliche Intensitdtsverteilung im Objekt mehr oder
weniger gut wieder hergestellt wird. Alle Eingriffe in die Fou-
rier-Ebene verindern das Bild des Objekts. Hierzu gehdren die
Phasenkontrast-, Amplitudenkontrast—, Modulationskontrast—- und
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Interferenzkontrastverfahren, das zentrale Dunkelfeld und die
davon abgeleiteten Verfahren.

Die ABBEsche Betrachtungsweise der Bildentstehung im Mikroskop

Ernst Abbe hat stets Amplitudengitter ohne Dicke als Modell-
objekte fiir seine grundlegenden Versuche benutzt, wie sie unter
realen mikroskopischen Objekten kaum vorkommen. Heute verwendet
man fiir die genaue Messung des relativen Aufldsungsvermégens
von Mikroskopobjektiven holographisch gefertigte Sinusgitter.
Diese koénnen mit Hilfe der Fourier-Mathematik theoretisch ein-
facher gehandhabt werden als die Amplituden—-Kantengitter. Sie
liefern eine bessere .Ubereinstimmung zwischen gemessenen und
berechneten Daten. Andere Testobjekte, wie z.B. die spidter =zu
behandelnden Diatomeen, liefern nur Vergleichswerte verschiedener
Systeme unter genau definierten praktischen Bedingungen.

Wenn man ein Gitter mit einem koaxialen wengen Lichtbiindel
beleuchtet, wie man es durch Zuziehen der Aperturblende des
Kondensors erhdlt, so erzeugt es Beugungsbilder der Blende, die
vom Objektiv din dessen hinterer Brennebene abgebildet werden.
Solange der halbe Offnungswinkel O des Objektivs kleiner als
der Ablenkungswinkel des 1. Maximums ist, bildet das Objektiv
von der Beugungsfigur nur das Hauptmaximum ab. Wird der halbe
Offnungswinkel des Objektivs jedoch so groB, daB nicht nur das
Hauptmaximum, sondern auch die beiden Nebenmaxima erfaBt werden
(Bild 1), so breiten sich die von den Maxima ausgehenden Wellen-
felder nach der Okularblende 2zu aus und interferieren in der
Zwischenbildebene des Mikroskops miteinander zu hellen und dunk-
len Streifen. Der gegenseitige Abstand der Gitterelemente und
der Grenzwert fiir die durch ein Objektiv noch auflésbare Gitter-
konstande d ist vom Offnungswinkel O , also von der numerischen
Apertur A des Objektivs und von der Lichtwellenldnge J abhan-

gig.

Bild 1: Die Beugung von Lichtwellen an einem
Gitter G. d Gitterkonstante, A Wellenldnge, o
Offnungswinkel des Objektivs.

Grenzen der Auflésung eines Amplitudengitters

Bei enger Beleuchtung mit koaxialem Licht kénnen nur solche
Strukturen aufgelést werden, von denen auBler dem Maximum Null
noch wenigstens die ersten beiden Nebenmaxima ins Objektiv
fallen. Der Grenzwert fiir die bei gerader enger Beleuchtung
noch aufldsbare Gitterkonstante d ist bei
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A
d= (1)
Aob
erreicht. Wenn das Gitter jedoch mit einem Biindel endloser

Offnung beleuchtet wird, diirfen die zu trennenden Strukturen
enger beieinander stehen. Erfolgt die Beleuchtung so weit von
der Seite her, daB das geometrisch optische Bild der Lichtquelle
oder das Maximum Null der vom Objektiv erzeugten Beugungsspektren
am Rande der Blende (= Fassung) des Objektivs entsteht, so
ist die Aufldsung der Struktur noch méglich, wenn 1lediglich
eines der Maxima erster Ordnung am gegeniiberliegenden Rand der
Blende entsteht, denn zur Erzeugung von Interferenzen geniigen
zwei kohidrente Lichtanteile. Wenn man das Hauptmaximum Null,
das direkte Licht, ganz ausschaltet und so schief beleuchtet,
daB es nicht mehr ins Objektiv gelangt, und wenn mindestens
zwei Maxima héherer Ordnung zur Bildentstehung beitragen, wird

das Gitter hell auf dunklem Grund abgebildet (Dunkelfeldbeleuch-
tung. In beiden Fillen gilt fiir die kleinste noch auflésbare

Gitterkonstante die Formel
A

d= A (2)

Das Aufldsungsvermégen ist gegeniiber Formel 1 doppelt so hoch.
Aber auch diese Formel ist ein Grenzfall, denn je nach der Schie-
fe des Lichteinfalls kann das Aufldsungsvermégen d jeden Wert
zwischen den Formeln 1 und 2 annehmen. Die Neigung der zur Be-
leuchtung dienenden Lichtbiindel hdngt von der numerischen Aper-
tur ABe]l des Kondensors ab. Deshalb gilt fir die theoretische
Auflésungsgrenze bei beleuchtetetn Gittern die Formel

S ke
Aot + Agel

Ein optimaler Bildkontrast ist aber nur gewdhrleistet, wenn
ABe1 kleiner als AgQp ist. Um welchen Betrag ABel kleiner sein
muB, ist von der Kontrastiibertrasgungsfunktion des Objektivs
abhingig. Diese ist bei apochromatischen Systemen hdher als
bei achromatischen, so daB bei Verwendung aberrationsarmer Ob-
jektive die Beleuchtungsapertur héher sein darf, wenn auch in
keinem Falle ABel1= AQp sinnvoll ist. Ein optimaler Bildkontrast
ist bei allen Objektiven garantiert, wenn Apgjetwa 2/3 von App
betrdgt. Deshalb rechnet der Praktiker meistens mit der Formel

A
A= e5 Ana £4)

Setzt man fiir die mittlere Wellenldnge des sichtbaren Spektrums
0,555 pmm ein, so erhdlt man fiir das Aufldsungsvermégen d gemdl

Formel 4

d= (3)

0,555 pm 0,555 pm 0,333 um
1+2/3 A~ 1,66 A — A (5)

d=

Der Wert 0,333 ’Jm/A ist einprdgsam und kommt den tatsidchlichen
Gegebenheiten recht nahe, wie spiter am Beispiel der Test-Diato-
meen gezeigt wird. Mit diesem Wert 148t sich auch die numerische
Apertur des Objektivs berechnen, die fiir die Aufldsung eines
Amplitudengitters mit der Konstanten d mindestens erforderlich
ist, denn es gilt auch die Beziehung

_ 0,333 um

GRABNER hat 1955 den Begriff der "aktuellen Auflssung des Mikro-
skops" eingefiihrt, dem folgende Uberlegung zugrunde liegt:

A
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Der Aufldsungswinkel des menschlichen Auges wird mit 4,5 Bogen-

minuten angenommen. In der konventionellen Sehweite von 250

mm entspricht dieser Winkel einer Entfernung zweier Punkte

von 327/Um. Die Formel
327 um

VMikr (7)

daktuell =

ist verstdndlich und leicht zu handhaben.

Moderne Untersuchungen des Auflésungsvermdgens

OSTERBERG (1) hat bereits 1950 gezeigt, daB die Formeln 1 bis
6 nur Sonderfdlle fiir die AuflSsung periodischer Strukturen
sind. Das Auflésungsvermdégen des Mikroskops ist nicht allein
von der Optik, sondern auch von bestimmten Eigenschaften des
Objekts abhdngig. Beispeielsweise ist die Aufldsung zweier
identischer Spalten in einem beliebigen Untergrund bzw. Umfeld
von deren Breite und relativem Verhidltnis zum Untergrund

abhdngig.

Fiir selbstleuchtende Teilchen ist die Auflésungsgrenze 22 g%
besser als nach den klassischen Formeln, fiir zwei identische
leuchtende Punkte vor einem dunklen Hintergrund etwa 15 %, wenn
die Kondensorapertur der Objektivapertur entspricht, bei parall-
eller Beleuchtung sogar 40 % besser. Die Auflésung von zwei
unterschiedlichen Teilchen in einem beliebigen Umfeld ist von
deren Flidcheninhalt sowie relativer Phasen- und Amplitudentrans-
mission abhidngig. Hier wird die Aufldsung bei zunehmender Be-
leuchtungsapertur vermindert. Die Auflssung wird besser, wenn
man den Kondensor stidrker abblendet, was nach der klassischen
Theorie unméglich wire.

In der klassischen Theorie werden keine Abbildungsfehler beriick-
sichtigt. Mit einem auf n.A. 0,30 abgeblendeten Objektiv 40x/0,65
erreicht man eine bessere Auflésung als mit einem Objektiv,
das bei voller Offnung eine n.A. von 0,30 hat. Das gilt auch
fiir alle anderen Objektive. So gesehen widre es besser, stidrkere
Mikroskopobjektive, besonders die Achromate, grundsdtzlich mit
Irisblenden auszuriisten.

Seit 1863 ist bekannt, daB die Auflésung durch ringférmige Aper-
turen gesteigert werden kann. 1896 hat G. STONEY diesen Effekt
erkldrt. Er beruht auf einer spatiellen Filterung, die zwischen
den Beugungsspektren der feineren und einem Teil der groberen
Strukturelemente eine optische Spaltung bewirkt, wodurch Kontrast
und Sichtbarkeit der feineren Strukturen zunehmen. Dieser Effekt
ist optimal, wenn die Gitterkonstante der Struktur zwischen
A/A und ) /(2A) liegt. In diesem Falle werden keine der Maxima
erster Ordnung in der Nihe des Zentrums vom Objektiv
aufgenommen.Die Abblendung des zentralen Teils einer Linsenaper-
tur verringert den Durchmesser des AIRYschen Beugungsscheibchens
und erhéht dadurch das Auflésungsvermdgen und die Tiefenschirfe.
Intensitdt wund Durchmesser der umgebenden Diffraktionsringe
(s. Bild 15) nehmen dabei zu. Im ringférmigen Phasenkontrast
kann sich das in Form der bekannten stdrenden Halos auswirken.

Im Phasenkontrast und bei der konfokalen Mikroskopie kann das
Aufldsungsvermdgen bis 40 % besser sein als im normalen Hellfeld-
Durchlicht. McCUTCHEN und WELFORD (3,4) haben darauf aufmerksam
gemacht, daB durch eine ringférmige Beleuchtung auch die Tiefen-
schirfe im Objektraum gesteigert werden kann. Im Gegensatz zum
gewohnlichen Abblenden entsteht dabei kein Verlust an Auflosung.
Im Gegenteil; die Auflésung wird erhght.
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LUKOSZ (5) hat 1963
Blenden in einer

Richtung um das vierfache

gezeigt, daB die Auflésung mit balkenfdrmigen
gesteigert werden

kann. Auch die Anwendung einer rautenférmigen Blende statt einer
runden kann die Aufldsung bestimmter Strukturdetails verbessern.
Das gilt auch fiir manche anderen speziellen Blendenformen.

Von kleinen Teilchen in der GroBenordnung der Wellenldnge des
Lichtes oder noch darunter wird das Streulicht polarisiert. Da-
rauf beruht u.a. der von Bouyer (8 ) erkladrte Effekt, daB die Auf-
156sung feiner Diatomeenstrukturen im polarisierten Licht besser
ist, als es nach der klassischen Theorie zu erwarten wédre.
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optique.

Zusammenfassung

Das Licht ist eine elektromagnetische Wellenbe-
wegung, die wir mit den Gesetzen der Wellenbe-
wegung am besten vergleichen konnen, wenn wir
uns einen hypothetischen ,Lichtither* vorstel-
len, dessen ,,Teilchen* von dieser Bewegung er-
faBt werden. Beim Durchgang durch ganz feine
Locher und Schlitze in der Struktur eines Mikro-
priparates werden die Lichtwellen abgebeugt
und um eine oder mehrere Wellenldngen verspa-
tet weitergeleitet. Je kleiner das Loch ist, um so
stirker wird das Licht gebeugt, um so grofer ist
der Beugungswinkel zwischen seiner Fortpflan-
zungsrichtung und der optischen Achse. Wenn
wir das aus einem so kleinen Loch kommende
Licht auf einem Schirm auffangen kénnten, so
wiirden wir ein Bild des Loches von weier Far-
be und in Abstinden darum herum spektralfar-
bige Ringe sehen, deren Intensitit mit zuneh-
mendem Abstand vom Bild des Loches geringer
wird. Man nennt diese Bilder Beugungsmaxima
und bezeichnet das mittlere, in der optischen
Achse liegende als nulltes, die benachbarten als
erstes, zweites, drittes usw. Beugungsmaximum.
Jedes davon verspitet sich gegentiber dem vor-
herigen um eine Lichtwellenlinge (Bild 1). Die
rote Farbe der bunten Ringe liegt immer aufen,
die violette immer innen. Fassen wir noch ein-
mal zusammen: Je feiner die Struktur eines mi-
kroskopischen Priparates ist, um so stirker wird
das Licht daran abgebeugt, in um so weiteren
Abstand von der optischen Achse liegen auch die
Beugungsmaxima.

Vom Mikroskop-Objektiv werden die Beugungs-
maxima wieder vereinigt. Es ist aber unbedingt
notwendig, da3 neben dem nullten noch minde-
stens ein Beugungsmaximum ins Objektiv ge-
langt. Sonst entsteht iiberhaupt kein Bild. Je
mehr Beugungsmaxima vom Objektiv erfa3t wer-
den, um so naturgetreuer ist die Abbildung des
mikroskopischen Objektes. Deshalb mufl man
den Offnungswinkel eines Mikroskop-Objektivs
so groB wie moglich machen.

Der Sinus des halben Offnungswinkels o, multi-
pliziert mit dem Brechungsindex n des Mediums
zwischen Fro_ptlinse und Deckglas (z. B. Luft,
Wasser oder Ol), wird als numerische Apertur 4
bezeichnet:

A=sino-n.

Jeder Mikroskopiker wei3, daB A ein MaB fiir
das Auflosungsvermogen des Objektivs ist. Da
Luft den Brechungsindex 1,0 hat, kénnen Trok-
kenobjektive keine Apertur von iiber 1,0 haben,
sondern bestenfalls 0,95. Mit Ol (n=1,52) als
Medium zwischen Frontlinse und Deckglas
kommt man hochstens auf 4 = 1,40 und mit Mo-
nobromnaphthalin (n=1,66) auf 4 =1,60. Dann
ist die Grenze des Moglichen erreicht.

Das Auflosungsvermdégen eines Objektivs wird
aber nicht nur von seiner numerischen Apertur,
sondern auch von der verwendeten Lichtwellen-
linge begrenzt:

Lichtwellenlédnge

Aufldsungsvermogen = =
2 A des Objektivs
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Mit der Zahl 0,333 kann ein Mikroskopiker das
Auflésungsvermogen seiner Objektive, das ist
der kleinste trennbare Abstand zweier Punkte,
am einfachsten ausrechnen:

Objektiv 10X /n. A. 0,30 o S

€ Vo WU S e e

] 1v n O,3O um

Objektiv 40X /n.A. 0.65 =22 —0,51 um
0,65

Objektiv 100x /n.A. 1,30 e =0,26 um

)

Durch eine schiefe Beleuchtung kann das Aufls-
sungsvermogen gesteigert werden, und zwar
wird die Auflosung verdoppelt, wenn das Licht
im Winkel von 90° zur optischen Achse einfallen
wiirde (was praktisch nicht moglich ist).

Die Priifung des Auflgsungsvermdogens
mit Test-Diatomeen

Das Auflésungsvermégen von Mikroskop-Ob-
jektiven und die Leistungsfahigkeit des zusam-
mengesetzten Mikroskops lassen sich am besten
mit den artkonstanten Strukturen von Test-Dia-
tomeen Uberpriifen. Voraussetzung fiir das rich-
tige Erkennen aller Strukturelemente ist jedoch
die exakte Einhaltung des Kohlerschen Beleuch-
tungsverfahrens. Dabei darf die forderliche Ver-
groBerung, das Tausendfache der numerischen
Apertur, nicht tiberschritten werden.

Die Kieselschalen der Test-Diatomeen haben
einen Brechungsexponenten von 1,41 und sind
entweder in Luft (nD=1,0) oder in Balsam
(nD=1,60—1,65) eingeschlossen. Ihre Strukturen
wirken wie ein feines Gitter, dessen Gitterkon-
stante ein MaB fiir die zu ihrer Auflésung erfor-
derliche numerische Apertur ist. In der Diato-
meen-Literatur werden meistens die auf eine
Strecke von 10 um entfallenden Strukturele-
mente (Rippen, Linien, Poroide usw.) genannt.
Die Gitterkonstante ist demnach 10 um: Anzahl
der Strukturelemente. Wenn wir uns jetzt daran
erinnern, wie wir weiter oben auf die Zahl
0,333 um gekommen sind und daB die Auflosung
(= Gitterkonstante) 0,333 : A ist, wird uns ver-
standlich, daB die zur Auflosung erforderliche
Apertur 0,333 : Gitterkonstante sein muf3.

Die Test-Diatomeen werden zu Streuprdparaten
in Luft und Balsam, zu sogenannten Test-Platten
und als gelegte Einzelformen in Balsam verar-
beitet und von mehreren Firmen angeboten. Die
Test-Platten sind in Reihen gelegte, genau be-
zeichnete Diatomeenschalen, die einzeln mit
dem Mikroskop scharf eingestellt werden. Aus
dem Streupriparat sucht man sich eine dem
Deckglas anliegende Schale heraus und fithrt
daran die Untersuchung der Schalenstruktur mit
dem zu priifenden Objektiv durch. Die Luft-Pri-
parate sind sehr kontrastreich, doch kommen die
Balsam-Priparate den normalen Untersuchungs-
bedingungen niher.

Pinnularia opulenta HUSTEDT ist in einigen Fliis-
sen und Seen Australiens verbreitet. Die Linge
der Schale betragt 200—-300 um, die Breite
50—60 um. Der zwischen der Axialarea und dem
Rand liegende Teil der Schale ist in quer liegen-
de Kammern geteilt, von denen etwa 5-6 auf

10 um kommen. Die Gitterkonstante hat eine
GroBe von 10 : 6=1,7. Ein Objektiv mit der n. A.
0,333: 1,7=0,2 muB die Struktur gut aufldsen.

Stauroneis phoenicenteron EHR. lebt im klaren
SiiBwasser und ist in einigen holsteinischen Seen
(z. B. Uklei-See) recht haufig. Die lanzettformige
Schale ist 70-325 um lang und 16-53 pm breit.
Sie besitzt transapikale Streifen, von denen
12-20 auf 10 um kommen. Die kleinste Gitter-
konstante ist 0,5 um. Zur Auflgsung der Struktur
geniigt ein Objektiv mit der numerischen Aper-
tur 0,65.

Gyrosigma balticum EHR. ist in den Kiistengebie-
ten stellenweise sehr hdufig. Die Lange der Scha-
le betrdgt 200-400 pm, die Breite 20—40 um.
Ihre kleinen Poroide bilden zwei zueinander
senkrecht stehende Reihen (bei Pleurosigma sind
es drei). Etwa 11-16 Quer- und Liangsrippen
kommen auf 10 um. Deshalb kann die kleinste
Gitterkonstante mit 0,62 um angenommen wer-
den. Ein Objektiv mit der n.A. 0,333 : 0,62=0,5,
meistens das Objektiv 20X /0,45, muB diese
Struktur auflosen.

Gyrosigma attenuatum (KUTz.) RABH. gleicht in
ihrer Struktur der vorigen Art, ist aber kleiner
und viel zarter. Aus diesem Grunde reicht die
rechnerisch ermittelte Apertur nicht aus. Erst mit
n.A. 0,65 wird die Struktur aufgeldst. Wir sehen
an diesem Beispiel, welche wichtige Rolle der
Bildkontrast spielt.

Nitzschia  spectabilis (EHR.) RALFS lebt in
schwach salzigem Wasser des Kiistengebietes
und des Binnenlandes. Die mehr oder weniger S-
formige Schale ist 150—450 um lang und hat
etwa 11 Transapikalstreifen in 10 um, was einer
Gitterkonstante von 0,9 entspricht. Die Streifen

sollten deshalb mit einem Objektiv der n.A.
0,333 : 0,9=0,4 zu erkennen sein. Sie sind jedoch
nicht homogen, sondern bestehen aus Reihen
winziger Poroide, die fast doppelt so dicht stehen
wie die Streifen (Gitterkonstante=0,5). Sie sind
tatsachlich mit der n.A. 0,333 : 0,5=0,65 zu er-
kennen. Schoner treten sie jedoch mit einer ho-
heren Apertur (0,85-1,30) hervor und erschei-
nen bei hoher Einstellung als kleine, helle
Piinktchen. :

Pleurosigma angulatum (QUEK.) SMITH ist wohl
das bekannteste Testobjekt, mit dem allerdings
auch die meisten Fehler und Fehlinterpreta-
tionen der Ergebnisse gemacht werden. Diese
Kieselalge ist im Kiistengebiet weit verbreitet.
Die winzigen Poroide der Schale liegen in drei
Systemen. Es kommen 18 bis 22 Areolen auf
10 um. Die Gitterkonstante schwankt somit zwi-
schen 0,45 und 0,55 um. Man benétigt also eine
n.A. von mindestens n.A. 0,333 : 0,5=0,6, besser
aber von 0,333:0,45=0,75. Wenn man diese
Gitterkonstante nicht tatsichlich ermittelt hat,
kann man mit dem Pleurosigma-Priparat wenig
anfangen. Nur die Schalen mit grober Struktur

sind zur Priifung des Objektivs 40X /0,65 ver-
wendbar, aber dafiir gibt es bessere Objekte. Ein
Objektiv mit der n.A. 0,75 steht meistens nicht
zur Verfiigung, und das Objektiv 60X /0,85 16st
natiirlich immer die Pleurosigma-Struktur auf.
Aber auch dabei kann man etwas Merkwiirdiges
feststellen: Es ist eine ganz bestimmte Lichtin-
tensitit erforderlich, die weder iiber- noch unter-
schritten werden darf. Durch Offnen und Schlie-
Ben der Leuchtfeldblende kann man sich leicht
davon iiberzeugen, doch ist nicht in jedem Falle
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die Lichtintensitdt auf diese Weise regelbar.
Pleurosigma angulatum eignet sich auch gut zum
Studium der Wirkung der schiefen Beleuchtung.
Fiihrt man die exzentrisch eingestellte Konden-
sor-Irisblende um die optische Achse herum, so
treten die drei Streifensysteme der Zellwand
nacheinander kontrastreich hervor. Durch Ver-
stellen des Spiegels 148t sich der gleiche Effekt
erzielen. Die schiefe Beleuchtung fithrt also zu
einem falschen Ergebnis, denn bei richtiger, zen-
traler Beleuchtung miissen alle drei Streifensyste-
me gleichzeitig zu sehen sein. Die winzigen Areo-
len sollen je nach Einstellung des Mikroskops
gleichmiBig sechseckig oder kreisrund erschei-
nen. Wegen der Schalenwélbung ist. das aller-
dings nur an einem Teil der Zellwand zu sehen.
Surirella gemma EHR. ist im Brackwasser recht
hiufig und wie Pleurosigma ein klassisches Test-
Objekt. Die gekielte Schale besitzt etwa 20 Quer-
rippen in 10 um, was bei einer Gitterkonstanten
von 0,5um eine n.A. von 0,65 erforderlich
macht. Es kommt jedoch darauf an, die viel zar-
teren Lingsrippen sichtbar zu machen, von de-
nen etwa 24 auf 10 um kommen. Theoretisch
miiiten die stirksten Trockenobjektive die Auf-
I6sung dieser Struktur schaffen. Tatsidchlich sind
aber nur Immersionsobjektive ab n.A. 1,0 dazu
in der Lage. Es ist dann ein zartes Areolennetz
zu sehen, das aus winzigen, in der Langsrichtung
der Schale gestreckten Sechsecken besteht.
Nitzschia obtusa W. SMITH lebt in schwach salzi-
gem Wasser und besitzt eine strukturierte Zell-
wand, bei der etwa 30 Querrippen auf 10 um
kommen. Sie werden von zarten Langsrippen ge-
kreuzt. Die zur Auflésung erforderliche Apertur
ist 0,333:0,333=1,0. Eigentlich miiBite diese
Struktur mit einem starken Trockenobjektiv bei
schiefer Beleuchtung erkennbar sein. Man sieht
sie jedoch nur mit Apochromaten bei sehr inten-
siver Beleuchtung, und auch dann wird nur ein
Streifensystem aufgelost. Erst mit Immersionsob-
jektiven ab n.A. 1,0 kann man beide Streifensy-
steme erkennen.

Grammatophora marina W. SMITH wird stets als
Balsampriparat zur Priifung mittlerer Objektive
mit einer n.A. von 0,55 bis 0,65 verwendet. Die
Schale hat 16 Querstreifen in 10 um, die deutlich
geperlt sind. Bei hoheren Aperturen konnen
auch sich schief durchkreuzende Linien (wie bei
Pleurosigma  angulatum) festgestellt werden.

Frustulia rhomboides var. saxonica (RABH.) DE
ToNI lebt oft massenhaft an iiberrieselten Felsen,
aber auch in stehenden Gewissern aller Art. Die
Schale ist elliptisch bis rhombisch-lanzettlich.
40-70 um lang und 12-20 um breit. Sie ist ein
sehr schwieriges Testobjekt, denn sie hat 3436
Transapikalstreifen und etwa 40 Punkte in
10 um. Das entspricht einer Gitterkonstante von
etwa 0,25 um. Zur Auflosung ist ein Immersions-
objektiv. mit der numerischen Apertur
0.333:0,25=1,3 erforderlich. Nur mit Objek-
tiven der hochsten Qualitétsstufe ist die Struktur
erkennbar.

Amphipleura pellucida KUTz. ist im Litoral der
Seen, aber auch in Teichen und Wassergriben
weit verbreitet. Thre Kieselschale gilt als das
schwierigste Testobjekt. Sie hat etwa 40 Trans-
apikalstreifen in 10 um, die senkrecht zur Mittel-
linie verlaufen. Punktierung und Lingslinien
sind kaum erkennbar. Die Gitterkonstante ist
kleiner als 0,25 um. Deshalb kann die Schalen-
struktur von den besten Immersionsobjektiven
im Hellfeld nicht aufgelost werden. Dieses Test-
objekt ist jedoch vorziiglich fiir die Priifung
von Immersionsobjektiven mit der n.A. 1,25 bis
1,4 bei Dunkelfeldbeleuchtung geeignet. Bei
richtiger Einstellung des Dunkelfeldkondensors
miissen sowohl die Transapikalstreifen als auch
die zarten Langslinien gleichzeitig sichtbar sein.
Die Zahl der Test-Diatomeen lieBe sich noch
vermehren. In diesem Beitrag wurde eine Zu-
sammenstellung gewihlt, die Testobjekte fiir
schwache bis mittlere Objektive, fiir starke Trok-
kensysteme und Olimmersionen mit héchster
Leistung enthilt. Sie wurde schon von HUSTEDT
vorgeschlagen. Einige der beschriebenen Scha-
lenstrukturen wird mancher Mikroskopiker nicht
auflosen konnen. Nicht immer muB ein minder-
wertiges Objektiv die Ursache dafiir sein. Die
Objektive fast aller Hersteller sind sogar von er-
staunlich guter Qualitdt. Meistens liegt es an ei-
ner schlechten Justierung des gesamten Strahlen-
ganges (groBe Abweichungen von der optischen
Achse), ungiinstiger Kombination von Objek-
tiven und Okularen, falschen Okularabgleich-
langen und Tubusldngen und dadurch bedingte
Umfokussierung der Objektive.

Verfasser: Gerhard Goke, Bahnhofstr. 27, 5800 Hagen

Tabelle: Die Priifung des Auflosungsvermdgens von Mikroskop-Objektiven mit Test-Diatomeen

Testobjekt Struktur- Gitter- Berechnete Erforderliche
elemente konstante g numerische numerische
in 10 um in pm Apertur Apertur

Pinnularia nobilis 4- 5 2.0 =25 0,15 0,15

Pinnularia opulenta 5- 6 1,7 -2,0 0,2 0,2

Pinnularia viridis 6— 9 1,1 -1,7 0,2 -0,3 0,2 -0,3

Nitzschia spectabilis 11 0,9 0,4 0,4

Gyrosigma balticum I1=16 0,62-0,9 0,4 -0,5 0,45-0,55

Gyrosigma attenuatum 11-16 0,62-0,9 0,4 -0,5 0,65

Stauroneis acuta 12-16 0,62-0,83 04 —0,5 0,55

Stauroneis phoenicenteron 12-20 0,50-0.,83 0,4 -0,65 0,65

Synedra pulchella 15-20 0,50-0,67 0,5 -0,65 0,65-0,75

Pleurosigma angulatum 18-22 0,45-0,55 0,6 -0,75 0,75-0,85

Nitzschia sigmoidea 23-26 0,38-0,43 0,75-0,85 0,85-1,2

Nitzschia sigma 22-30 0,33-0,45 0,75-1,0 1,0 -1,2

Grammatophora marina 16 0,62 0,55 0,55-0,65

Grammatophora oceanica 22 0,45 0,75 0,75-0,85

Surirella gemma 24 0,40 0,8 1,0 -1,2

Grammotophora macilente 26 0,38 0,85 0,85-0,95

Nitzschia linearis 28-30 0,33-0,36 0,9 -1,0 100 =12

Nitzschia obtusa 30 0,33 1,0 1,0

Grammotophora subtilissima 34-36 0,28-0,29 1,1 1,2

Frustulia rhomboides var. saxonica 34-40 0,25-0,29 L1 -13 1,3 -1,4

Amphipleuroa pellucida 40 0,25 1,3 (1,3 -14

unkelfeld)




