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Schieflicht bei Mikroskopen mit eingebauter

Beleuchtung

Den grofien Abbeschen XK ondensor, der Schief-
licht erm6glicht, liefert die Industrie schon lan-
genichtmehr. Phasenkontrastund Interferenz-
kontrast haben diese Beleuchtungsmethode
scheinbar verdringt. Dennochbesteht offenbar
Bedarf fiir Untersuchungen im schiefen Licht,
wie viele Eigenkonstruktionen von Mikrosko-
pikern beweisen. Bruno Wiertz beschreibt ein
Verfahren fiir Mikroskope mit fest eingebauter
Beleuchtung.

Der Mikroskopbau hat in den letzten Jahrzehnten
(7) neben den zahlreichen Entwicklungen auf dem
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optischen Sektor dazu gefiihrt, da Mikroskop und
Lichtquelle(n) zu einer konstruktiven Einheit zu-
sammengefaBt wurden. Dadurch ist — besonders
fiir Labormikroskope und Routinearbeiten be-
deutsam — stets ohne erneute Justierung die opti-
male zentrale Beleuchtung fiir die verschiedenen
Beobachtungsverfahren: Hellfeld, Dunkelfeld,
Phasenkontrast, Interferenzmikroskopie gewihr-
leistet. Mit besonderen Filtern und Lampengehau-
sen gilt dies auch fir Fluoreszenzmikroskopie in
Durchlicht und Auflicht. Bei diesen Konstruktio-

Bild 1: Konstruktion zur Spiegelverstellung mit Lampen-
haus 50 W, O—W-Richtung.
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nen entfillt der Planspiegel, der alsbewegliches Ele-
ment der (starren!) Optimierung des Beleuchtungs-
strahlenganges entgegensteht. Die Vorteile der Op-
timierung werden erkauft durch den Verlust von
Variationsmoglichkeiten des Beleuchtungsstrah-
lenganges, das heif3t objekt- und beobachtungsbe-
dingten FEingriffsméglichkeiten des Beobachters,
zum Beispiel in Form des Schieflichtes. Fiir viele
Beobachtungsobjekte ist diese Tatsache bedeu-
tungslos. DaB jedoch die Mdglichkeit der Schief-
lichtbeleuchtung in manchen Fillen vermiBt wird,
zeigen die Vorschlige, durch Einlegen einer exzen-

trischen Blende oder durch eine azimutal drehbare -

Keilblende oder eine rotierende Rechteckblende
Abhilfen zu schaffen (11, 12, 14, 16).

In diesem Zusammenhang ist ein Hinweis von
HusTeDT (10) von Bedeutung, der mitteilt, daB er
winkritischen Fallen immer nur mit dem Spiegel ge-
arbeitet, aber die Blende fiir die Erzielung schiefen
Lichtes fast nie benutzt habe“. Der vielfach zitierte
»groBe Abbesche Beleuchtungsapparat“ wurde al-
so nicht fiir die bei Diatomeen-Untersuchungen
entscheidende hdchste Auflosung benstigt. Diesist
verstandlich, weil beim Arbeiten mit dem Spiegel
die Kondensor-(= Apertur-)blende nicht oder nur
sehr wenig geschlossen werden mu8 bzw. darf. Es
resultiert' ein schrig (,schief*) einfallendes Be-
leuchtungs-Strahlenbiindel hoher Apertur und
Lichtstirke — im Gegensatz zur Beleuchtung bei
weitgehend geschlossener, exzentrischer Apertur-
blende fritherer Mikroskopkonstruktionen oder zu
den Vorschligen fiir Ersatzlésungen (11, 14, 16).

Der Hinweis von HUSTEDT fiithrte zu eigenen Ver- -

suchen und zur nachstehend beschriebenen Kon-
struktion.

Im Gegensatz zur Schieflichterzeugung durch eine
(kleine) exzentrische Blende wird bei der in Bild 1
dargestellten Losung der Spiege! seitlich zur opti-

schen Achse nach rechts oder links (,,0—W*) ver- -

schoben. Er besitzt auBerdem wie frither Verstell-
moglichkeiten um zwei aufeinander senkrecht ste-
hende Achsen. Die Kondensor- (= Apertur-)blen-

de arbeitet méglichst mit voller Offnung und wird _

nur im Bedarfsfalle zur Kontrasterh6hung ein we-
nig geschlossen. Nach dem seitlichen Verschieben
des Spiegels* wird durch Drehen um die horizonta-
le Achse das Beleuchtungsstrahlenbiindel wieder-
um in den Kondensor geleitet. Ein wesentlicher
Vorteil dieser Konstruktion besteht darin, daB na-
hezu das ganze Biindel ungeschwicht zur Verwen-
dung gelangt und nicht der groBte Teil ausgeblendet
wird. Der Spiegel befindet sich gemeinsam mit der
Lichtquelle auf einem Tragarm. Er wird unter dem
Lampenhaus abgestiitzt und zusidtzlich am Licht-

* Eine Hohenverstellung des Spiegels fithrt zuden gleichen
Ergebnissen, ist aber technisch schwieriger auszufiithren.
AuBerdem ist unter dem Kondensor oft nicht geniigend

~ Raum vorhanden.
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auslaB des Stativs so gehalten, da er um diesen
schwenkbar ist. Diese Moglichkeit zur Anderung
des Beleuchtungsazimuts ist erforderlich, weil das
Licht moglichst rechtwinklig zur aufzulésenden
Struktur einfallen muB (s.u. ,,Anwendungsbeispie-
le 2%). Bei einem Drehtisch kann die Azimutinde-
rung einfach durch Drehen des Objektes erreicht
werden.

Die Beleuchtungsparameter: seitliche Spiegelver-
stellung, Spiegeldrehung um die horizontale und
vertikale Achse, azimutale Schwenkung, Apertur-
blendendurchmesser konnen zur Erzielung
héchstmoglicher Auflosung und geeigneten Kon-
trastes fiir jedes Objekt vom Beobachter optimiert
werden. Die Feldblende wird wie iiblich benutzt
(KouLersche Beleuchtung).

Das Lampenhaus ist schon frither beschrieben
worden (17). Bei Dauerpréparaten tritt an die Stelle
des Elektronenblitzes eine 12 V/50 W Halogen-
lampe (PHILIPS, Best.Nr. 0501410). Sie kann bei
Bedarf gegen eine 12V/100 W Halogenlampe
(PHILIPS, Best.Nr. 0504419) getauscht werden.
Der Lichtstrom erhsht sich dadurch von 15001m
auf 32001Im. Beide Lampen weisen die gleiche
Hohe des Lichtschwerpunktes auf und passen in
den gleichen Sockel. Statt dieses Lampenhauses
ohne Kiihlgebldse kann ein anderes mit einer
24V/250 W Halogenlampe (PHILIPS, Best.Nr.
053 5010) und Geblase angesetzt werden. Der Licht-
strom steigt dadurch nochmals um fast das Dreifa-
che an (1500/3200/94001m). Die benétigten opti-
schen Teile konnten als Ersatzteile im Fotofach-
handel beschafft werden. Das 24V-Kiihlgebliselie-
fert die Firma PABST. Damit entspricht die Licht-
quelle dem Vorschlag von SAAXE (15), ist jedoch

~ wesentlich leichter und einfacher zu handhaben.

Hochleistungslampen besitzen fiir die Mikrofoto-
grafie einen bisher nicht erwadhnten Vorteil: bei
Verwendung von Spiegelreflexkameras mit Punkt-
meBeinrichtung (9) kann man (endlich!) auch bei
kurzen Belichtungszeiten interessierende Objekt-
teile anmessen und kostspielige und zeitraubende
Aufnahmeserien mit geschitzten Korrekturfakto-
ren vermeiden. Wiinschenswert wire natiirlich ei-
ne Punktmessung auch bei Verwendung des Elek-
tronenblitzes. Leider besitzen die heutigen Kame-
ras diese Moglichkeit (noch?) nicht.

Anwendungsbeispiele

Die klassischen Objekte zur Leistungsbeurteilung
von Mikroskopen sind seit jeher die Diatomeen.
Von ihnen sollen hier zwei herangezogen werden,
die in der Literatur haufig genannt werden und sich
deshalb als Vergleichsobjekte besonders eignen:
1. Pleurosigma angulatum SM.

2. Surirella gemma EHR. -

1. Bei der Beobachtung von Pleurosigma féllt auf,
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Bild 2: Pleurosigma angu-
latum, Hellfeld, Schief-
licht mit 11 mm Spiegel-
verstellung in O-W:
Richtung, Objektiv:
LEITZ Achromat 45:1,
n.A. 0,65; achrom.-apla-
nat. Kondensor 1,25.

Bild 3: Pleurosigma angu-
latum, Phasenkontrast,
Heme-Kondensor, Ob-
jektiv: LEITZ Pv Apo
40:1,n.A. 0,70.
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Bild 4: Pleurosigma angu- : S - -
latum, Dunkelfeld, Hel- ¢ % e R

NEe-Kondensor, Objektiv:
%]%TZ Pv Apo40:1,n.A.

Bild 5: Pleurosigma angu-
latum, Hellfeld, HEINE-
Kondensor.  Objektiv:
LEITZ Achromat 45:1,
n.A. 0,65.

Bild 6: Pleurosigma angu-
latum, Hellfeld, extremes
Schieflicht mit 20mm
Spiegelverstellung in
O-W-Richtung, achr.-
apl. Kondensor, Objek-
tiv: LEITZ Achromat
45:1,n.A. 0,65.
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daB man im Gegensatz zur ,,normalen® Schieflicht-
beleuchtung (2,Bild9b und Bild6) die Schalen-
strukturen als Sechsecke erkennt (Bild 2). Die Er-
kldrungisteinfach (2,3, 4,5, 6): Alle sechs bei dieser
Schalenstruktur entstehenden Nebenmaxima tra-
gen gleichzeitig zur Abbildung bei. Hingegen wird
bei der einseitigen Schieflichtbeleuchtung nur
ein Nebenmaximum wirksam. Es erscheinen
beim Drehen der exzentrischen Irisblende nachein-
ander drei Streifenmuster (Azimuteffekt), weil die
Sechseckstrukturen nacheinander aus unter-
‘schiedlichen Richtungen angestrahlt werden und
dadurch unterschiedliche Nebenmaxima zur Ab-
bildungbeitragen. Erstbei der Anwendunghdherer
Aperturen’ sind bei zentraler Beleuchtung die drei
Streifensysteme gleichzeitig zu sehen:

Die seitliche Spiegelverstellung bewirkt also den
gleichen Effekt wie die Verwendung eines Objek-
tivs hoherer Apertur.

Die gleiche Wirkung 148t sich bei normalen Durch-
lichtobjektiven bei Beleuchtung mit dem LEITZ-
Phasenkonstrastkondensor nach HEINE erzielen
(Bild 5). Bei visueller Kontrolle kann der Effekt
durch Dezentrieren des Kondensors noch ver-
stirkt werden, allerdings unter zunehmendem Hel-
ligkeitsverlust. Diese Erscheinung kann als Uber-
gangsstadium zum Phasenkontrast nach HEINE er-
kldrt werden und entspricht (obwohl das Objek-
tiv keinen Phasenring besitzt) einem der beim
echten® Phasenkontrast zahllosen Uberginge
zwischen Hellfeld 1/Phasenkontrast (Hellfeld 2/
1. Dunkelfeld/2. (normales) Dunkelfeld. Sie ent-
stehen durch die bei der Verstellung des Spiegel-
korpers auftretenden unterschiedlichen Beleuch-
tungswinkel. Unterschiedliche Beleuchtungswin-
kel werden ebenso durch die seitliche Spiegelver-
stellung bewirkt. Es ist deshalb nicht verwunder-
lich, daB sich die Bilder 2 und 5 sehr dhnlich sehen.
Untenstehendes Schema zeigt die. Kombinations-
moglichkeiten von Beleuchtungs- und Abbildungs-
optik und gibt Hinweise auf die entsprechenden
Abbildungen.

Das Vergleichen der Bilder 2 bis 5 zeigt wieder ein-
mal, wie wichtig es ist, ein Objekt mit verschiedenen

* Die berechneten theoretischen numerischen Aperturen
reichen nicht aus. Fiir den praktischen Gebrauch sind
héhere Aperturen erforderlich (5).

Verfahren zu beobachten, um moglichst alle Merk-
male zu erfassen (12).

Verschiebt man den Spiegel seitlich sehr weit aus
der Mitte (ca. 20 mm), so ergibt sich ein weitgehend
seitlicher Lichteinfall. Er bewirkt, daB nunmehr le-
diglich eine einseitige Auflésung in Form von
Querstreifen festzustellenist (2, Bild 9b und Bild 6).
Im Vergleich zu den Bildern 2 und 5 bedeutet dies
einen Nachteil, der, wie oben schon beschrieben,
auf die Beteiligung lediglich eines Nebenmaxi-
mums zuriickzufiihren ist. ]

2. Surirella gemmalaBt bei einer in O-W-Richtung
einfallenden Beleuchtung (wie in den Bildern 2 bis
6) und in gleicher Richtung verlaufenden Objekt-
strukturen (N-S-Lage der Apikalachse) die feine
Querstreifung von ca. 20 Streifen auf 10 y nicht er-
kennen (Bild 7). Erst nach Schwenken des Tragar-
mes um 90° oder nach Drehen des Objekttisches
um diesen Betrag ist die Streifung deutlich sichtbar
(Bild 8). Das Licht muB also in diesem Fall streng
einseitig und senkrecht zur aufzulésenden Struktur
einfallen. GOKE (5) gibt fiir die Auflésung eine er-
forderliche Apertur von 0,85 an bei zentraler Be-
leuchtung. Das bedeutet: Ein Objektiv mit der
Apertur 0,65 zeigt bei seitlicher Spiegelstellung die
gleiche Auflésung wie ein Objektiv mit Apertur
0,85 bei zentraler Beleuchtung. Die oben gemachte
qualitative AussagelidBtsich also nunmehr quantifi-
zieren.

Zur bequemeren Beobachtung sollte man die Oku-

larvergroBerung nicht zu niedrig wihlen und kurz

Uberpriifen, wie hoch sie sein sollte:
Objektiv45:1; n.A. = 0,65
Voar = 650x

VOkuIar = —= 14,4 X

Dem wiirde ein Okular 15 x entsprechen. Es kann
individuell jedoch durchaus zweckmiBig sein, ein
Okular 20 x zu verwenden, also die fiir eine Apertur
von 0,65 férderliche VergroBerung zu iiberschrei-
ten. Angesichts der Tatsache, daB durch die schiefe
Beleuchtung eine Auflésung erzielt wird, die einer
Apertur von 0,85 entspricht, ist die Uberschreitung
ohnehin unbedeutend.

Das fiir die beiden Anwendungsbeispiele Gesagte
gilt natiirlich allgemein fiir Beobachtungssituatio-
nen, in denen héchste Auflésung gefordert ist. Man

Beleuchtungs- | normaler Hellfeld- Phasenkontrast-

optik kondensor mit seit- kondensor (HEINE)
Abbil- licher Spiegelver-
dungsoptik stellung
normale Durchlicht- Bild 2 Bild 5
objektive Helifeld
Phasenkontrast- nicht dargestellt, Bild 3, Phako
objektive entspricht Bild 2 Bild 4, Dunkelfeld
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Bild 7: Surirella gemma,
Hellfeld, Schieflicht mit
6 mm Spiegelverstellung
in O-W-Richtung, achr.-
apl. Kondensor, Objek-
tiv: LEITZ Achromat
45:1, n.A. 0,65.

Bild 8: Surirella gemma,
Daten wie Bild 7, jedoch
Schieflicht 45° gedreht in
NW-SO-Richtung.

Alle Aufnahmen mit Pe-
riplanokular 6,3 x, Griin-
filter 5 x, auf AGFA Pan
Professional, Entwick-
lung in Neofin blauy,
10 Min.

wird sich fragen, ob derartige Uberlegungen und

Konstruktionen angesichts Phasen- und Interfe-
renzkontrast und anderer neuer Verfahren heutzu-
tage iiberhauptnoch sinnvoll sind. Mindestens zwei
Griinde sprechen dafiir:
1. Fiir viele Mikroskopiker sind diese Verfahren
aus Kostengriinden nicht erreichbar.
2. Aus didaktischen Griinden sollte man mit ,,einfa-
chen“ optischen Mitteln beginnen und sehen ler-
nen. Erst spiter wird dann das Konnen auf ,,hoher-
wertige® Optik angewendet, um diese wirlich voll
nutzen zu konnen. )
Mikroskopie beginnt nicht erst und erschépft sich
nichtmit,, Phako“und ,,DIK“, Erinnern wir uns nur
an die Meister der Mikroskopie und daran, was sie
mit mechanisch und optisch weitaus unvollkom-
meneren Instrumenten geleistet haben, weil sie se-
hen konnten und die Mdoglichkeiten ihrer Instru-
mente zu nutzen wuBlten. So konnte z.B. manche
" lichtoptisch von HUSTEDT untersuchte Einheit erst
spiter elektronenoptisch bestitigt werden.
Die Versuche mit Schieflicht haben iiber die engere
Themenstellung hinaus wieder einmal deutlich ge-
macht, da man generell der Qualitét des Beleuch-
tungsstrahlenganges und seiner optischen Elemen-
te eine hohere Beachtung schenken muf als es in
vielen Féllen geschieht.

Verfasser: Bruno Wiertz, Zeisigweg 4, 21 12 Jesteburg
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