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Anwendungsbere ich :

A11e Mikroskope mit intensiver Lichtquelle.

Bei einer Durchlicht-Dunkelfeldbeleuchtung slnd die aus den
Kondensor austretenden BeleuchtungssLrahlen stärker genei.gt,
als es der 0bj ekti.vapertur entspricht. I,Ienn kein Obj ekt vorhanden
ist, erscheint das gesamte Obj ektfeld dunkel. Nur Licht, das
an ej.nem 0bjekt durch Beugung, Brechung oder Reflexion yon seiner
Richtung abglenkt wird, kann ins Objektiy eintreten. Durch Inter-
ferenz der ersten bis x-ten Beugungsnaxima entsteht das charakte-
ristische Dunkelfeldbild. Das direkte Licht, also die uu11te
Ordnung, ninmt nicht an der Bildentstehung tei1.

Die ersten bahnbrechende Erfolge der Dunkelfeldmikroskopie si.nd
bereits 1903 von SIEDENTOPF und ZSIGMONDY mit den Spaltultra-
nikroskop erzielt worden. Bel dieser Anordnung (Bild 1 ) wird
eine intensiv, beleuchtete Spaltblende stark verkleinert, in
der 0bjektebene abgebildet. Fast ohne störeniles Streulicht kann
man damit Teilchen sichtbar nachen, deren Größenordnung einige
Zehnerpotenzen unter der Auflösungsgrenze 1iegt. Diese Methode
hat seinerzeit der Kolloidchenie großen Auft,rieb gegeben. Der
Spaltultrakondensor ist später vorn Kardioidkondensor (Bi1d 4)
verdrängt worden, weil dieser eine 2OmaL höhere . Bildintensität
liefert.

Spaltultramik roskop

nach SIEDENT0PF und ZSIGMONDY (1903)

Kondenscr

Bild

Dunkelfeld kann man nach verschi.edenen Methoden erhalten

1. Durch eine exzentrische Einstellung der engen Kondensorblende
eines I{ellfeldkondensors (Abbescher BeleuchtungsapparaL). Man
beobachtet bei herausgenommenem Oku1ar oder nit den Hilfsnikro-
skop bzv. der Amici-Bertrandlinse die Hinterli.nse (Austritt.spu-
pi1le ) des Obj ektivs und ste1lt die Kondensorblende so weit
exzentrisch eJ.n, daß ihr äußerer Rand hinter dem der hinteren
Linsenfassung verschwindet. Da diese Methode ein beschränktes
Azimut hat, sind optische Täuschungen leicht nög1ich.

2. Durch schiefe Einstellung des Hohl- oder Planspiegels mit.
oder ohne Verwendung ej-nes Hellfeldkondensors. Die Methode hat
den Nachteil der unter 1. beschriebenen und ist. nur für
Objektive nit geringer Apertur geej-gnet.
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3. Durch dioptrische Dunkelfeldkondensoren oder normale He11fe1d-
Kondensoren mit Zentralblende. Die F1äche der Zentra\blende
muß mindestens einen Durchmesser haben, der einer Beleuchtungs-
apertur von der Größe der 0bjektivaPertur entspricht. Zut Ver-
neidung von Überstrahlungen bzw. Grerzdunkelfeld macht uran sie
meistens etwas größer. Faustregel: Eine Zen:uraLblende mit, einem
Durchnesser von 18 bis 19 nm im Filterträger eines He11fe1d-
Kondensors mit der numerischen Apertur L,2 bis !,4 reicht für
ein Dunkelfeld mit den 0bj ektiven bis zur n.A. 0 ' 

65 aus ' doch
so11te man zvr Erzielung eines tiefschwarzen Untergrundes das
Objektiv 4Ox/O,65 ni.t einer fris- oder Trichterblende ausrüsten.
Bei einer höheren Beleuchtungsapertur als 1,0 nuß nan den Konden-
sor imnergieren. Kondensoren mit einer Beleuchtungsapertur von
L,4 liefern besonders gute Resultate, weil die Lichtstrahlen
wegen ihres schiefen Einfalls am Oberrand des Deckglases total
reflektiert werden. Itichtig: Die Zentralblende nuß i.n der Nähe
der Apert.ur-Irisblende des Kondensors, z.B. in Filterträger,
angeordnet werden. Diese einfache Dunkelfeldanordnung (Bild
2) hat den Nachteil, daß an den Linsenflächen Reflexe auftreten,
die eine geringe Aufhellung des 0bj ektfeldes verursachen, was
beonders bej- der Mikrofotografie störend in Erscheinung treteu
kann. Mit einen pankratischen Kondensor (Bild 3) 1äßt sich die
Zentralblende jeder 0bjektivapertur genau anpassen. Die Nachteile
di-eses Linsenkondensors sind die gleichen.

Bild 2

He'llfeldkondenEot mit Zentralblende ZB

In l{omblnatlon mlt schürachen ObJektlven ent-

steht ein gu,tea Dunkel;g16. Das 0bJektlv
\Ox/o165 muß mit elner Irisblende oder

Elnhängeblende ausgerüstet eeln.

iffii+ Bild 3

Pankratischer Kondensor mil
Rlngblende bzw. ZenEralblende
schematisch.RB Pankrat RB'Kondensor

4. Die Abblendung der Frontlj.nse statt des ganzen Kondensors
beseitigt die unter 3. beschriebenen störenden Reflexe. Die
hierfür erforderli.chen sehr kleinen Zentralblenden kann an aus
schwarzen, lichtundurchlässigen Klebeband ausst anzer. und auf
die Frontlinse des Kondensors kleben oder auch einfach durch
Auf bri.ngen eines Tuschetüpf els herstellen ltlichtig ist, daß
sich das Material der Zentralblende nicht i.n Immersionsö1 auflöst
und sich einf ach nit Irlasser entf ernen 1äßt. Schon bei dem
einfachen Abbe-Kondensor und 0bjektiven mi.t einer n.A. über
0,45 ist dieses Verfahren, besonders bei der Mikrofotografj.e,
von Vorteil. Man kann den erforderlichen Durchmesser der Zentral-
blende berechnen. Es ist j edoch einfacher , ihn experimetell
zu bestinmen. Zum Beispiel kann nan kleine runde Deckgläschen
mit. unLerschiedlich großen Tuschetüpfe1n auf die Frontlinse
des Kondensors legen und diese dorü evt1. mit einm winzigen
Tropfen ltasser fixi.eren.
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5. Das beste Dunkelfeld erhä1t man nit katoptrischen Dunkel-
feldkondensoren (Spiegelkondensoren). Di.ese sind in Gegensatz
zu den bisher beschriebenen dioptri.schen Systenen achromati-sch
und aplanatisch korrigiert. Das 0bj ekt wird von al1eu Seiten
beleuchtet (Azinut 360 Grad), wodurch Azinuteffekte vermieden
werden. Hi.erher gehören die Paraboloi-d- und Kardioidkondensoren
(Bilder 3 und 4 ). Am häufigsren wird der von IGNATOITSKYY
und SIEDENTOPF 191 1 konstruierte Kardi.oidkondensor nit einer
äußeren Apertur von 1,4 und einer inneren von 1 ,1 verwendet.
Mit hochaperturigen Obj ektiven ist daurit kein einwandfreies
Dunkelfeld z1t erzielen. Deshalb versieht Inan Objektive ab n.A.
0,65 mit einer fris- oder Trichterblende, nit der die
Obj ektivapertur so weit reduziert werden kann, daß ein vö11ig
dunkler Untergrund entsteht.

Bild 3

Parabolold-Dunkelfeldkondeneor n.A. 0r9

Oer l{ondensor ist auch für starke 0bjektlve
geelgnet. Eine homogene Immelsion lst erforden-
lich. 0bJektlve mlt gr.äBeren numerlschen
Aperturen als 0r65 benötlgen eine lrlsbl.ende.

0bjektiv

Bild 4

l'lardiold-Dunkelfeldkondensor nrAo 1r2 - 1r4

Ein lichtstarker Durchlicht-DunkelfeId-
kondensor. ImmersionsobJektive ah lDOx/1rr?s
müssen mlt einer Irisblende ausgerüstet seln.
Eine homogene Immersion ist erforderlich.

6. Eine Sonderstellung ninmt der Vario-Dunkelfeldkondensor ein
(Bild 5), der a1s Trockendunkelfeldkondensor in Bereich von n.A.
Ö,3 bis n.A. 0,9 die .stufenlose Änderung der Beleuchtung von
Dunkelfeld über Grenzdunkelfeld bis zur allseitigen ringförurigen
Hellfeldbeleuchtung ermög1icht. Er wird rnit Trockenobj ektiven
verwendet, die ab n.A. 0,65 etwas -abgeblendet werden müssen.
Die gleiche stufenlose Anderung der Beleuchtung kann mit dem
Kondensor nach HEINE erreichE werden, der heute leider nj.cht
mehr hergestellt wird. Die Abbi-ldungen 6 bis 8 zeigen Dunkel-
feldkondensoren, die teils mit Linsen, teils nit Spiegeln arbei-
ten. Nachfolgend wird die richtige Einstellung des Kardioid-
Dunkelfeldkondensors beschrieben.
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Bild 5

Stuf enkonde ns or' ( Vario-l{ondensor )

n.A. 0.3 bls 0r9

9p = Spiegelflächen
L = verstellbare Llnse

Die richtige Einstellung des Kardioid-Dunkelfeldkondensors

Literatur: F?li:[;:ri:l:;::.';;ä;0"" rer Lichtmikroskopie

l. Man setzt den lmmersionsdunkelfeld-
kondensor in den Kondensorträger ein
und gibt einen Tropfen Immersionsöl
auf dessen Frontlinse. Dann legt man ei-
nen I mm dicken mattierten Objektträ-
ger so auf den Objekttisch, daß seine
mattierte Seite dem Objektiv zugekehrt
ist.

2. Der Kondensor wird so hoch gedreht.
daß sich der Öltropfen mit der Untersei-
te des Objektträgers verbindet.

3. Die Leuchtfeldblende der eingebauten
Köurrn-Leuchte wird voll geöffnet.
Auf der Mattseite des Objektträgers er-
scheint ein heller Fleck.

4. Das Objektiv 10X wird eingeschaltet
und ein Okular (5X bis l0X) eingesetzt.
Man blickt ins Okular und stellt das Bild
der leuchtenden Kreisfläche scharf ein.
Es soll sich in der Mitte des Sehfeldes
befinden. Wenn das nicht der Fall ist.
muß man die leuchtende Kreisfläche
mit den Zentrierschrauben des Kon-
densorträgers in die Bildmitte bringen.

5. Der Kondensor wird vorsichtig solange
gehoben oder gesenkt, bis sich die helle
Kreisfläche auf den kleinsten Durch-
messer zusammenzieht. Dann wird der
mattierte Objekrträger abgenommen.
Man ergänzt den Oltropfen ohne die
Stellung des Kondensors zu verändern
und legt das Präparat auf. Der Objekt-
träger muß eine Dicke von I mm -F

0.1 mm haben.

6. Das Präparat wird scharf eingestellt. Die
Objekte erscheinen hell auf dunklem
Grund. Wenn der Bilduntergrund grau
bis hellgrau statt schwarz ist, muß die
Apertur des Objektivs mit der Irisblen-
de bzw. der Einhängeblende (: füch-
terblende) verringert werden. Luftbla-
sen im Ol und Staub auf dem Deckglas
verschiechtern das Ergebnis. |.Iach je-
dem Kondensorwechsel wird die be-
schriebene Justierung erneut durchge-
firhrt. Objektive und Okulare können
beliebig gewechselt werden.



M 4 BlaLt 5

0bj ekt lv

Bild 6

Durchllcht-Dunkelfeldkondenqor' -n.4. 0r9P -_1lZ
für mittlere und etarke Objektlve, der
von PZO speziell für dle Fluoreszenz-
anregung enturickelt Lrurde, aber auch für
dle klaeslsche Dunkelfeldbeobachtung ver-
uendet urerden kann.

Bild 7

Suoerr,reit-DunkeLfeldkondensor n.A. 1rZ - 1t4

Der l{ondensor besttzt eine Rlnglinse
und lst für ObJektlve bis n.A" 1r2

geelgnet. Eln ähnlicher' l{ondeneor

ur!.rd von JEN0PTIH Jena hergestell:b.

Bild 8

Dunkelfeldkondensor n.A. Or9 mit
varlabler Apertur. JENOPTII(, Jena.
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Die fntensität Ig des von einen kleinen Teilchen in Dunkelfeld
gestreuten Lichtes hängt von der TeilchengröBe und der lJe11en-
1änge des eingestrahlten Lichtes ab: 

^ IfS = k: I'. rrl^o
fn dieser Formel bedeuten k die kornbinierten Proport.ionaltäLs-
und Aperaturkonstant.en, I die IntensitäL des efingesttahlt,en
Lichtes, V das Volumen des Teilchens und l. aie LIe11en1änge des
Lichtes. Di-ese Fornel zeLgt, daß rotes Licht an wenigsten, blaues
und violeptes am stärksten gestreut werden.Die unterschiedliche
Lichtstreuung 'von größeren und kleineren 0bjekten, die aus ver-
schieden 'orient.ierten Teilchen zusamrnengesetzt sind, spielt
eine große Ro1le bei den farbi-gen Azimut- und Schlierenmethoden.
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Besonderheiten der Duokelfelrl-t{ethoden

Bei Dunkeladaption des Auges wird die Lichtenpfindlichkeit der
Zapfen in der Fovea der Netzhaut bis auf das 5O-fache des Nor-
malwertes gesteigert. Die Enpfindlichkeit der Stäbchen beträgt
in,der Dämmerung et.wa das tausendfache der Zapfenenpfindlichkeit
im nittleren Tageslicht. Ihre Eigenenpfindllchkeit kann sich
bis auf das 270-tausendfache oder nehr erhöhen. Dabei ändert
sich auch das Farbensehen, das beim reinen Stäbchensehen galz
verschwindet (Purkinje-Effekt). Auf dieser großen Lichtenpfind-
lichkeiL der Netzhaut beruht die Tatsache, daß bei der Beobach-
tung in Dunkelfeld, polarisiertem ticht und bei der Fluoreszenz
schwächste Lichterscheinungen wahrgenommen werden. Der Kontrast
zwischen den Objekt und seinem Unfeld muß allerdings, wie bein
Dunkelfeld, ausreichend groß sein.

Von kleinen Teilchen in der Größenordnung der Lichtwellenlänge
oder noch darunter wird das Streulicht polarisiert. Darauf beruht
u.a.der von BOUYER (1) erklärte Effekt, daß die Auflösung feiner
Dlatoneenstrukt.uren im polarisierLen Licht besser ist, a1s das
nach der klassischen Theorie zu err4/arLen wäre.
Li-teratur:
1. B0UYER, R.: Sur 1e pouvoir resolvant limite du microscope

optique. Journ. Microscopie 3, 225 (L964).
2. VA'N DUIJN JR., C.:0ptische Filterung. Grundlagen der Methoden

zlur Steigerung der Sichtbarkeit, der ResoluEion
und der Tiefenschärfe im Mikroskop.
fn: Arbei-Lsmappe der 3. INTERNATTONALEN MIKROSKO-
PIE-TAGE IN HAGEN. 20 Seiten (1990).

Die Beobachtung klei"nster 0bjekte, z.B. Bakterien in histologi-
schen Schnitten, wird durch die von großen Gewebselementen
ausgehenden Überstrahlungen gesLört. Durch Einschalten einer
Mattscheibe zwischen Kollektor und Umlenkspiegel verschwindet
die Überstrahlung. Die kleinsten, auch schwach gefärbten Teil-
chen werden sichtbar. Die Dunkelfeldbeleuchtung wird zunächst
ohne Mattscheibe eingestellt. Danach wird die Mattscheibe
nöglichst nahe am Kollektor nit der matten seite zum
umlenkspiegel in den Strahlen!ang gebracht. Das verfahren ist
als teuchtbildnethode nach EOFFI.IAI{il bekannt. Es 1äßr sich aber
heute mit den neisten Systemnikroskopen nicht nehr oder nur
nach einem mechanischen Ei-ngriff durchführen.

Die beschriebene Leuchtbildmethode nach HOFFMANN rrägr diesenNamen zu unrecht. Nach van DUrJN ste1lt sie nichts N.ue, darund außerdem hat nan den Namen 1ängst den Leuchtbild-(Dunkelfeld)
Kondensor der Firma cARL zErss zugestanden, der für nicht abge:blendete 0bjektive bi.s n.A. 1,3 beJtimrnt ist.
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Bei der Dunkelfeldbeleuchtung ist die Sichtbarkeit der 0bjekte
azimutabhängig. Deshalb so11 die Beleuchtung allseitig sein,
wie das be:-m Kardioid- und. Paraboloidkondensor der Fal1 ist.
Man kann den Azi-mut jedoch zur Unterscheidung verschieden geforn-
ter Teilchen im Subnikrongebiet. benutzen. CARL ZEISS lieferte
hierfür eine spezielle Azimutblende nach SZEGVARI (1)' mit der
in Kornbination mi.t dem Kardioidkondensor geordneLe Bereiche
in kolloidalen Stäbchensolen sichtbar gemacht und unerwünschte
lineare Einzelheiten im Dunkelfeld unterdrückt werden konnten.
Literatur:
SZEGVARI: Phys. Z.-5. 24, Seite 91 - 94 (1923).

I,Iie bereits beschrieben wurde, störL die von dicken Obj ekten
bewirkte starke Streuung des Li.chtes die Beobachtung sehr klei-
ner 0bjekte. Sogar der Schmutz im Beleucht.ungssLrahlengang kann
bei Beleuchtung mit kohärentem Licht eine Störung verursachen.
Diese unerwünschten Effekte kann rnan rnit einem Schlierenfilter
beseitigen. Eine klare Glasscheibe wird bis auf einen schmalen,
durch die Mitte verlaufenden 1 bis 2 nn breiten Streifen mit
mattiertern Tesaband beklebt. Zur Vermeidung eines Azi-mut-Effektes
kann man auch elnen kreuzförmigen Spalt herstellen. Di-e kohären-
te Beleuchtung wird durch den glasklaren Spalt beibehalt,en,
während'die inkohärente Beleuchtung durch die nattierten F1ächen
eine Überstrahlung unterdrückt und die Auflösung optimiert.
(S. hier2-u'"auch.M 1B1att 1 - 5 in dieser Reihe).

Grenzdunkelfeld

Im allgeneinen wird beim Dunkelfeldverfahren das ganz schwach
gestreute, von feinsten Strukturen ausgehende Licht nicht nehr
von 0b j ektiv erf aßt. trrlenn j edoch die innere Beleuchtungsapertur
des Kondensors lÄ,die 0bj ektivapertur f ast. gleich sind, gelangt
auch noch ganz schwach gestreutes Licht ins 0bj ektiv. Dieses
Grenzdunkelfeld 1äßt sich rnit dem beschri-ebenen Vario-Kondensor
und mit den heute nicht nehr hergestellten Hei.ne-Kondensor erzie-
1en, bei hoher Vergrößerung auch mit, dem Kardioidkondensor.
Im Grenzdunkelfeld kann man feinste Strukturen auflösen, z.B.
die von Amphipleura pellucida nit einer Gi.tterkonstanten von
weniger a1s 0,25 

11n.

Beobachtung gefärbter Präparate

Sehr kleine farbige 0bj ekte leuchten bei Dunkelfeldbeleuchtung
annähernd in ihrer Komplenentärfarbe, schwarze hingegen weiß
auf dunklem Untergrund. Ursache ist die selektive Beugung des
Li.chtes an klei-nen Fornelementen. Sie ist nur zu sehen, wenn
stark gefärbte 0bjekte in ein Me'dium'mit annähernd gleicher
Brechzahl und schwach gefärbte in ein Medium nit abweichender
Brechzahl eingebetttet werden.
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Beleuchtung mit monochromatischen Licht

Bei dieser Methode wird ein strenges Farbfilter (B1au-, Grün-
oder Rotfilter) in den Beleuchtungsstrahlengang gebracht. Die
klei-nen Obj ekte heben sich durch starkes Leuchten von ihrer
Umgebung ab. Geeignete 0bjekte sind u.a. Bakterien, die nach
GIEMSA oder mit Karbolfuchsin-Methylenblau schwach gefärbt sind.

Mit Doppelhalbrnondfiltern,das sind farbige IIalbkreise, die durch
einen schwarzen Balken vonei-nander getrennt sind, kann man in
Konbination nit einen Dunkelfeldkondensor sehr interessante
Effekte erzielen. Die bej.den Farben so11en für das Auge etwa
die gleiche Helligkeit, jedoch einen hohen Sättigungsgrad haben
damit. sich ihre spektrale Durchlässigkeit ni.chL oder nur wenig
überschneidet. Die Komplementärfarben Rot und Grün, aber auch
Rot und B1au, noch besser Orange und Blau haben sich gut bewährt
Letztere haben den Vorteil der besseren Auflösung wegen der
ungekehrten Proportionalität zwischen Auflösung und I,/e11en1änge.
Bei pennaten Diatoneen können danit die Außenkonturen und die
Apikalachse in konlrastierenden Farben gegen die transapikal
verlaufenden Strukturen sichtbar gemacht werden, wobei rranchmal
auch die linken und die rechten Konturen in unterschiedlichen
Farben erscheinen.


