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e e b Lichtmikroskopie

Methode: Kontrastmodulation und ,Superresolution“ mit
Ringblenden

Literatur: MIKROKOSMOS 80, 356 - 360 (1991)

Anwendungsbereich:

Alle Mikroskope mit geeigneten Kondensoren

Es ist allgemein bekannt, dafl man durch De-
zentrieren der Kondensoririsblende (Apertur-
blende) den Kontrast des mikroskopischen Bil-
des und die Auflosung feinster Strukturen stei-
gern kann. Wenn man z. B. die Irisblende des
richtig eingestellten ABBEschen Beleuchtungs-
apparates von der Mitte aus langsam zum Rand
der unteren Kondensorlinse verschiebt, so
durchsetzen die Lichtstrahlen das mikroskopi-
sche Objekt mit stetig groBer werdender Nei-
gung zur optischen Achse, bis sie schliefllich
nicht mehr ins Objektiv fallen. Wahrend dieser
Verschiebung durchlduft der Bildkontrast vom
zentralen Durchlicht-Hellfeld tber Schrigbe-
leuchtung, -einseitiges , Grenzdunkelfeld und
Dunkelfeld alle Stadien, allerdings nur in einer
Richtung der Struktur. Man kann diese Ver-
schiebung der Irisblende mit einem Hilfsmikro-
skop (Einstellhilfe der Phasenkontrast-Einrich-
tung) beobachten. Das leuchtende Bild der ver-
kleinerten Aperturblende wandert von der
Mitte der Objektivaustrittspupille bis zu deren
Rand. Wenn es hinter diesem Rand verschwun-
den ist, erscheinen die feinen Strukturen des
Préparates hell auf dunklem Grund.

Bei einer ringférmigen Beleuchtung muf3 man
sich das Bild der fast geschlossenen und dezen-
trierten Aperturblende des Kondensors zu ei-
nem Kreis ausgezogen vorstellen. Das Objekt
wird dann aus allen Richtungen mehr oder we-
niger schrig beleuchtet. Man kann die Ring-
blende auch als ringférmigen Spalt auffassen.
Leider lassen sich Durchmesser und Spaltbreite
nicht mit einfachen Mitteln kontinuierlich ver-
dndern. Das ist nur stufenweise durch Einschal-
ten von unterschiedlich dimensionierten Ring-
blenden moglich. Bei einem der Objektivaper-
tur angepafiten Durchmesser der Ringblende
resultiert eine Hellfeldbeleuchtung. Wird der
Durchmesser grofer, so dndert sich der Bild-
kontrast in Richtung Grenzdunkelfeld bis zur
vollkommenen Dunkelfeldbeleuchtung.

Wie Dr. C. van DunnJr. anldBlich der 2. und 3.
.Internationalen Mikroskopie-Tage in Hagen*
(1988 und 1990) vorgetragen hat, kann das Auf-
l6sungsvermogen des Mikroskops durch eine
ringférmige  Hellfeldbeleuchtung  verbessert
werden. Dieser Effekt wurde bereits 1896 von
G. J. StoNEY (1) theoretisch erklirt. Er beruht
auf einer spatiellen Filterung, die eine optische
Spaltung zwischen den Beugungsspektren der
feineren und einem Teil der groberen Struktur-
einheiten bewirkt. Der Effekt ist nach van Du-
uN optimal, wenn die Gitterkonstante d der
Struktur zwischen MA und M(2A) liegt, weil
dann keine Maxima erster Ordnung in der Nidhe
des Zentrums vom Objektiv aufgenommen wer-

den (3). Der Durchmesser des Airyschen Beu-
gungsscheibchens wird durch die Ringblende re-
duziert, wobei gleichzeitig die gréfte Schwin-
gungsfrequenz im Beugungsbild hervorgehoben
wird. Objektstrukturen, die bei Vollwinkelbe-
leuchtung mit der Aperturirisblende des Kon-
densors nicht getrennt gesehen werden kénnen,
lassen sich bei schmaler Ringbeleuchtung mit
gleicher Maximalapertur gut auflésen. Man ist
mit dieser ringférmigen Beleuchtung schon im
Bereich der ,,Superresolution®, bei der alle ge-
messenen Auflosungswerte signifikant besser
sind, als nach den klassischen Formeln zu er-
warten wére.

Eine weitergehende ,,Superresolution® ist durch
eine Kombination von mehreren Ringblenden
moglich. Mit diesen sogenannten Toraldo-
Aperturen kann einerseits der Durchmesser der
Beugungsscheibchen verkleinert werden, ande-
rerseits vergroBert man zugleich die Einstellto-
leranz. Wie A. E. SmitH und R. E. YANSEN
1971 (2) gezeigt haben, laBt sich mit drei Ring-
blenden, von denen die mittlere mit einem 1/2
A-Plittchen kombiniert ist, der Durchmesser
des Beugungsscheibchens auf etwa die Hilfte
senken und damit das Auflosungsvermogen ver-
doppeln.
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Bild 1: Aus schwarzem Papier hergestellte Ringblenden
mit ein bis drei lichtdurchléssigen Ringen. Erklarung im
Text.
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Die Teilnehmer an den 3. , Internationalen Mi-
kroskopie-Tagen in Hagen* (1990) haben das
vollstindige Manuskript des Vortrages ,Be-
leuchtung mit ringférmigen Aperturen* von Dr.
C. van Dunn Jr. und ein umfangreiches Litera-
turverzeichnis zu diesem Thema in ihrer Ar-
beitsmappe. In diesem Beitrag soll nur die
praktische Durchfiihrung des Verfahrens und
die Herstellung von Ringblenden beschrieben
werden.

Ringformige Beleuchtung mit einem Phasen-
kontrastkondensor

Ein PK-Kondensor hat meistens eine numeri-
sche Apertur von 1,2 (ohne Ol von 0,7-0,8).
Er besitzt einen Ringblendenrevolver mit vier
Ringblenden fiir die Objektive 10 X, 20 X,
40 X und 100 X.

Fiir seine Verwendung als Hellfeldkondensor ist
eine Leerstelle mit Irisblende vorhanden. Mit
diesem Kondensor kann man acht verschiedene
ringférmige Beleuchtungen durchfithren: vier
mit abgeschraubter Frontlinse in Kombination
mit den schwachen Objektiven 2,5 x/0,08 bis
10 x/0,30 und vier mit aufgeschraubter Front-
linse und den Objektiven 10 x/0,30 bis
100 x/1,30. Man kann die ringférmige Beleuch-
tung unter Verwendung der iiblichen Hellfeld-
Objektive an feinstrukturierten Objekten (Dia-
tomeen, Schmetterlingsschuppen usw.) auspro-
bieren. Fiir die schwachen Objektive 2,5 X und
5 X sind Totalpridparate (Kleininsekten, Mil-
ben, Wiirmer usw.) besser geeignet.

Beispiel 1: Der PK-Kondensor wird unter Be-
achtung des KonLerschen Beleuchtungsprinzips
mit abgeschraubter Frontlinse verwendet. Mit
schwachen Objektiven, deren MaBstabszahl
zwischen 2,5 und 10 liegen soll, probiert man
die Beleuchtung mit allen Ringblenden an ei-
nem Totalprdparat aus. Dabei stellt man fest,
daB3 sogar mit dem Objektiv 2,5 X ein gutes
Dunkelfeld erzielt werden kann. Zwischen
Hellfeld und Dunkelfeld sind alle Uberginge
einstellbar.

Beispiel 2: Der PK-Kondensor wird mit aufge-
schraubter Frontlinse verwendet. Das Hellfeld-
Objektiv 10 X und die Leerstelle mit Irisblende
werden eingeschaltet. Mit einem Diatomeen-
prdparat optimiert man die KOHLERsche Be-
leuchtung. Dann o6ffnet man die Kondensor-
irisblende bis zum Anschlag und schaltet die
Ringblende 10 X ein. Das Resultat ist ein nor-
males Hellfeld. Bringt man jedoch die grofere
Ringblende fiir das Objektiv 20 X in den Strah-
lengang, so ist die azimutale Beleuchtung be-
reits schriger, bei Verwendung der Ringblende
fir das Objektiv 40 X schon extrem schrig.
Wenn die Ringblende fiir das Objektiv 100 X
eingeschaltet wird, fillt das direkte Licht nicht
mehr ins Objektiv. Die mikroskopischen Ob-
jekte erscheinen hell auf schwarzem Grund
(Dunkelfeld). Dieses Beispiel zeigt die Verin-
derung des Bildkontrastes mit grofer werden-
der Ringblendenapertur bei konstanter Apertur
des Objektives. Die beschriebene Kontrastmo-
dulation hat Grenzen. Mit den Objektiven
2,5 x/0,08 bis 20 x/0.40 kann man zwischen
Hellfeld und Dunkelfeld alle Kontraststufen er-
zielen. Beim Objektiv 40 x/0,65 endet sie beim
Grenzdunkelfeld, wenn dessen Apertur nicht
mit einer Iris- oder Einhéngeblende verringert

wird. Mit starkeren Objektiven kann man kein
echtes Dunkelfeld erzielen, sondern nur den
Kontrast der Konturen und die Schirfentiefe
durch kleinere Ringblenden bei eingeschriinkter
Beleuchtungsapertur und unter Verlust an Auf-
16sung erhohen. Auch die Verbesserung der
Auflésung durch eine ringférmige maximale
Beleuchtungsapertur hat Grenzen, weil nur ein
Parameter, nimlich der Durchmesser der Ring-
blende, stufenweise verindert werden kann.
Die Spaltbreite der Ringblende ist vom Herstel-
ler vorgegeben und liBt sich nicht so verrin-
gern, wie es fiir eine noch bessere Auflosung
wiinschenswert wire. Trotzdem sollte der Mi-
kroskopiker mit dem PK-Kondensor experi-
mentieren. Bei vielen Objekten, auch wenn zu-
sitzlich ein Polarisationsfilter in den Beleuch-
tungsstrahlengang gebracht wird, sind die Bild-
verbesserungen deutlich zu erkennen.

Nur wenige Mikroskophersteller bieten PK-
Kondensoren fiir den variablen Phasenkontrast
an, die eine Doppelringblende besitzen. Bei
dem Kondensor von PZO sind die beiden un-
terschiedlich groflen lichtdurchlissigen Ringe
mit Polarisationsfiltern verkittet, deren Schwin-
gungsrichtungen senkrecht aufeinander stehen.
Mit einem drehbaren Polarisator im Beleuch-
tungsstrahlengang kann man wahlweise die gro-
Bere oder die kleinere Ringblende bzw. beide
aktivieren und auf diese Weise die ringformige
Beleuchtung besser variieren. Bei der Interpre-
tation der Ergebnisse mufl man jedoch beach-
ten, daf} das Licht in jedem Falle polarisiert ist.

Herstellung von Ringblenden

Wer keinen PK-Kondensor besitzt oder das
Verfahren erweitern will, kann die Ringblenden
selbst herstellen und in den Filtertrdger eines
Hellfeldkondensors einlegen. Man bendétigt
mehrere runde Klarglasscheiben mit einem
Durchmesser von tiblicherweise 32 mm. Diese
konnen von Glasverarbeitungsbetrieben aus
groflen Dia-Deckglidsern oder diinnem Flach-
glas herausgeschnitten werden. Man kann auch
farblose, fiir die Mikrofotografie vorgesehene
Lichtfilter, z. B. UV-Sperrfilter aus Wei3glas
verwenden oder notfalls runde Scheiben aus
einer besonders starken glasklaren Kunststoff-
folie ausstanzen. Man bendtigt auBerdem einen
Bogen lichtundurchlissiges schwarzes Papier
oder schwarze, selbstklebende Kunststoffolie.
Als Stanzwerkzeuge sind die in Laboratorien
meistens vorhandenen Korkbohrer geeignet.
Bei Werkzeuganbietern bekommt man Stanzei-
sen mit unterschiedlichem Durchmesser, die zur
Herstellung von Zentralblenden und Ringblen-
den verwendet werden kénnen. Zur Not kann
man die Ringblenden auch mit dem Zirkel auf-
zeichnen und mit einer halbrund gebogenen
Schere ausschneiden. Die Arbeitsweise soll am
Beispiel einer Ringblende, die mit den Objekti-
ven 10 X bis 40 x Dunkelfeld liefert, erklirt
werden.

Zuerst schneidet man ein ca. 40 X 40 mm gro-
Bes Stiick schwarzes Papier ab, legt es auf eine
weiche Unterlage (Holz oder Kork), setzt das
22-mm-Stanzeisen genau in die Mitte des Pa-
piers und schligt mit einem leichten Kunststoff-
hammer auf den Griff des Eisens. Das Papier-
stiick wird mit einem geeigneten Klebstoff so
auf die runde Glasscheibe geklebt, daf sich das
ausgestanzte Loch genau in deren Mitte befin-
det. Das iiberstehende Papier wird mit einer
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Schere abgeschnitten.. Dann nimmt man ein
neues Stiick Papier und stanzt mit dem 18-mm-
Stanzeisen eine runde Scheibe aus. Diese wird
exakt in die Mitte der 22 mm grofen runden
Offnung auf die Glasscheibe geklebt. Das Re-
sultat ist eine Ringblende mit einer Spaltbreite
von 2 mm. Nach dieser recht einfachen Me-
thode stellt man sich am besten einen ganzen
Satz unterschiedlich groBer Ringblenden her. Je
grofer deren Durchmesser im Verhiltnis zur
numerischen Apertur des Objektivs ist, um so
schréiger ist die azimutale Beleuchtung. Befin-
det sich das Bild der Ringblende auBerhalb der
Austrittspupille des Objektivs (mit dem Hilfs-
mikroskop zu erkennen), so entsteht ein Dun-
kelfeld. Die Steigerung der Auflésung ist weit-
gehend von der Spaltbreite der Ringblende ab-
hingig. Die Herstellung von Ringblenden mit
einer Spaltbreite von 0,5 bis 2 mm ist problem-
los (Bild 1).

AbschlieBend ist noch anzumerken, daB man
Ringblenden beliebiger Dimensionierung auch
auf der Lackringdrehscheibe herstellen kann,
indem man schwarzen Lack, z. B. Deckglaslack
oder Konturenlack (Glasmalfarbe), mit dem
Pinsel auf eine runde Glasscheibe auftrigt, die
mit einem Tropfen Wasser auf der rotierenden
Drehscheibe fixiert ist.

Die Beleuchtung mit ringfdrmigen Aperturen
hat mehrere Vorteile: Bereits mit schwachen
Objektiven ab 2,5 x/0,08 kann sowohl Hellfeld
als auch Dunkelfeldbeleuchtung erzielt werden,
wobei sich der Bildkontrast durch Verdndern
des Durchmessers der Ringblende variieren
l1aBt. Die Auflosung feiner Strukturen, z. B.
von Diatomeen, ist in Abhingigkeit vom
Durchmesser und von der Spaltbreite der Ring-
blende oft besser als bei der konventionellen
Beleuchtung mit einer zentralen Apertur-
blende.
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Bild 2: Beispiel fiir die Kontrastmodulation von Hellfeld
bis Dunkelfeld. Zentraler Teil der Schale der Diatomee
Arachnoidiscus ehrenbergi.

Von links oben (Hellfeld) bis rechts unten (Dunkelfeld)
wird der Durchmesser der Ringblende in vier Stufen im-
mer groBer und verschwindet schlieBlich aus dem Bild der
Austrittspupille des Objektivs.




