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Mikroskope

* Mikroskope dienen der Beobachtung kleinster Strukturen

* Die Abbildung erfolgt zweistufig tUber ein vergrol3ertes reelles Zwischenbild,
welches mit einem Okular als Lupe betrachtet wird.

» Mikroskope bilden daher ein System mit hoher Gesamtvergrof3erung
* Die Auflosung des Mikroskops ist limitiert durch die numerische Apertur NA.

» Mikroskopobijektive sind stets beugungsbegrenzt korrigiert.
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Historie

Wie erreicht man eine moglichst hohe VergrofRerung ?
Lupe (Einzellinse) = van Leeuwenhoeck

Leeuwenhoeks
Mikroskop

http://www.history-of-the-
microscope.org/images/van-
Leeuwenhoek-microscopel.jpg

Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723)

http://garaaZ2.files.wordpress.com/2010/03/39-a-antony-van-
leeuwenhoek-1632-1723.jpg




Historie

Zusammengesetzte Systeme
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Die Abbildung zeigt eines der ersten
Zusammengesetzten Mikroskope von
Robert Hooke (1635-1703) aus der Zeit um
1665. Fur die Beleuchtung wird das Licht
eines Ollampchens tber eine mit Wasser
gefillte Glaskugel und eine zuséatzliche
Linse auf das Praparat gelenkt.

http://mww.mikroskopie.de/pfad/grundlagen/animationen/hooke_b.jpg




Prinzip des Mikroskops

Klassischer Aufbau:
- Objektiv erzeugt reelles Zwischenbild

- Betrachtung durch Okular als Lupe Obj. Okular
S _ t 250mm
VergrofRerung der zweistufigen Abbildung: I it = ﬂom Tow =- £ ‘ £
Obj Oku
(4.1)




Mikroskop mit Unendlich-Strahlengang

Mikroskopsysteme mit Unendlich-Strahlengang und Tubuslinse

Obj. Okular
VergroRerung des Systems: [ = Bosy T = - fr, 250mm
f Obj f ok

(4.2)




Mikroskop als Fernrohrlupe s

Mikroskopsysteme mit Unendlich-Strahlengang und Tubuslinse kann auch
als Fernrohrlupe

interpretiert werden: 0N Telewon
T T - 250mm  f'y
VergroRerung des Systems: mikro = Obj  ~Tele oy f'o

Aperturblende
=Eintrittspupille

Austritts
Pupille




Aufbau des Mikroskops

Prinzipieller Aufbau

Okular (e.g. 10X/12mm)

eyepiece

intermediate
image
binocular
beamsplitter

Objektiv
(e.g. 100X/0.9)

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’

film plane
photo
camera
tube lens lamp
E,_,_; e
e f—n—1 1
A—~ U——"1T 1
collector
objective
lens > object
| _ |
q|: | condensor
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| ] |
| |
} collector
“: i (W
- | JA lamp
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Inverses Mikroskop

Fur Objekte in Flussigkeit
Beobachtung durch Glas

Zusatzliche Relay-Abbildung

eyepiece

‘ >

binocular
beamsplitter

condensor |

i
objective |

lens display
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Mikroskop Standards

Standardabmessungen fir Baulangen und Tubuslinse

objective lens  rear stop

reference plane

tube system

objective shoulder

intermediate

back focal, l / / image
object plane l LS o)
plane exit pupil ( ) tube chief ray -
| marginal  lens - wi
- ) --Jlr_-\l I—l ray - ________ Dil‘lﬂr
field <\ 10 [ -
size | | = —
Duhj""ﬁ"f'ﬁ?_g“l: _EH“‘EE_ ﬂ___kbi}__———————_____
; P T S
matching
length 45 mm
o optical tube length t | eyepiece
. 92.5 mm focal length tube lens m?;ﬁ;mg
- *3.5l11m ) fube = 165 mm 10 mm
mechanical tube length * *

Quelle: H. Gross, ‘Handbook of optical systems 1-4’
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Mikroskop Kennzeichnung

:
:
(LboN:

Name: z.B. ,Plan-Neofluar
=» Grobe Einteilung nach Farbkorrektur
und Bildfeld-Ebnung

Vergrof3erung / NA:
=> z.B. 100x / 0.95
(evtl. weitere Angaben)

Farb-Kodierung:
VergrofRerung und Immersion

Colour Magnification
black 1x
grey 2X
red 4x
yellow 10x
green 20x
bright blue 40x
blau 50x
dark blue 60x
white 100x

/t\ Nosepiece
‘ Mounting
Manufacturer Thread
i Aberration
Flat-Field
Correction | Correction
Lateral Numerical
Magnification 60X/1.40G T Aperture
pIC H ,
Immersion
Specialized
pOptlcal Medium
Properties Working
ube Length Distance
Magnification
fovecie R
——— Retraction
Stopper
axis
NA=0.30/17°
NA = 0.60/37°
NA = 0.85/ 58°
NA = 0.95/72°
object
plane

aperture angles
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Einteilung Mikroskopobjektive

1. Achromate
Einfachste und kostenglnstigste Objektivvariante
2. Planachromate
Geebnete kostengilnstige Objektive fur Photomikroskopie und grof3e Felder
3. Neofluare
Verbesserte Farbkorrektion
4. Planneofluare
Verbesserte Korrektion von Farbe und BildfeldwGlbung, gute Transmission
und Korrektion auch fur kurze Wellenlagen nahe am UV-Bereich
5. Planapochromate
Bestmdgliche Korrektion von Farbfehlern und Bildfeldwolbung
6. Epiplane
Spezielle Objektive fur Reflexionsmikroskopie ohne Immersion und
mit grol3en Arbeitsabstanden
7. Ultrafluare
Speziell breitbandig korrigierte Objektive mit guter Qualitat
von 230 nm bis 700 nm

14



Einteilung Mikroskopobjektive

ms ms

0.3 F ) ) ) ) ) ’ . ’ ’ - 0.3 F v
- a 480 nm - b
644 nm
poly
- diffraction limit =
:—____;:-:__._._—--"_FM:_-:_ - 1 ___==‘// |
0 — - . . rel. rel.
0 1 field 0 » field
ms wrms
N 0.3f
0.3 c i d

0 M L M L L L L L M rEI' I i L L L M M i M L | rEI'
1 field g 1 field

Wellenfrontfehler (RMS) Uber Farbe und Bildfeld
a) Farbkorrektur und Bildfeldebnung b) nur Farbkorrektur
c) Bildfeldebnung d) ohne Farb- und Bildfeldkorrektur
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Deckglas und Immersion

Typunterscheidung bei Mikroskopobjektiven:
1. Objektive ohne Deckglas
2. Objektive mit Deckglas (Angabe der Dicke)
3. Objektive mit Deckglas in Immersion flr hohe Aperturen

Immersion (Flissigkeit zwischen Deckglas und Objektiv)

« VergroRerung des tatsachlich wirksamen Winkels des Offnungskegels
» GrofRere numerische Apertur bedingt hohere Auflosung

* Vermeidung von Totalreflexion an der Deckglasoberflache

Objektiv j
0 .
Luft Immersion

Deckglas
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Spiegelobjektive

Katadioptrische Objektive
(Linsen & Spiegel)

Vorteil: Farbkorrektur
Nachteil: Mittenabschattung
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Tubussystem

* Tube prism systems to generate two bincular channels
» Adjustable pupillary distance required
* Two versions: shift / tilt movement

a) shift version tube prims set b) tilt version tube prims set
2 > left i left
D =28 mm shift x D =28 mm
ry T x d,pp = 65 mMm
dipp = 65 mm tilt axis
" ,L Y
shift x
T F F
' _» right ¥y right
D =28 mm D =28 mm
h ¥

18



Inhalt

4. Mikroskope

4.1  Historie & Aufbau
4.2  Abbildungsleistung
4.3 Beleuchtungsarten

19



Wellenoptik

Zerlegung nach
,Ebenen“ Wellen
=>» Fourier-Optik

Lichtwelle

E(x)

v Zerlegung nach
Kugelwellen
= Huygens-Fresnel

20



Fourieroptik

Einzellinse mit Brennweite f,f°

XA f f Ay X

~

\ U(X) i u(v) Re[U(x)] T u(v)

<V

X \Y X

Einzellinse verhélt sich genau wie Fouriertransformation
=>» Linse Ubersetzt Winkel in Ort und umgekehrt
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Abbildungssystem als FrequenZzfilter

Betrachte Abbildungssystem als Folge von Fouriertransformationen

|

@

N U(V)

~

i U(x)

X>
U(x) v u(v)

Ortsraum

v

Winkelraum

\ U(V)

J

u'(v)

S
>
A%

j"

U(x)

YA 11 WA
v/ >

X

U“(x)

Ortsraum
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Airy-Scheibchen / Auflosungsgrenze

Betrachte 2-Dimensionales System mit runder Blende

/\X I /\X

® )

I Runde Blende

y n
X

UGy, S u(v.n) u'vin) W, S U(xy)
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Airy-Scheibchen

(1) oc 1271 -NA/ ) r— [xiiy? Ui~ Besseliunkiion 1.0rd

r.2

A
Nullstellen bei r =+0.61-——
NA
=>» Breite des beugungsbegrenzten Punktbildes A (4.3)
(bei runder Blende) dAiry =1.22-m
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Auflésungsgrenze

Rayleigh-Kriterium: 2 Objektpunkte werden als aufgeldst
betrachtet, wenn Maximum des Beugungsscheibchens

des einen in erstes Minimum des Beugungsscheibchens
des anderen Objektpunkts fallt

gum—

0.8 0;=0,61/NA

0.6

0.4}

02

=» Rayleigh-Aufldsungsgrenze bei Abstand

AX = 0.61-i (4.4)
NA
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PSF bei Mittenabschattung

Betrachte 2-Dimensionales System mit runder Blende und Mittenobskuration
(z.B. bei Spiegelobjektiven oder katadioptrischen Objektiven)
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PSF bei Ringpupille

I(r)
1
a, 0.9
0.8
aa
0.7
. £=025
AuBenradius a, 06 Ry
Innenradius a 0.5 —
a4 £=0.50
E=—L< 04
Parameter ) .- 0.70
- | \\
0.2
~ L -
0 e 3 / \ 1 e— I
-15 -10 -3 0 3 10 13
L [27.0) , 27, (en) |
X ' EX
[("r): 1 _EE_ 1

(1 _ g’ )2 X EX
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2 dimensionales Punktbild (Rechteckblende)

Betrachte 2-Dimensionales System mit Rechteckblende

® O

I Rechteck-Blende

y n
X

U‘(x,y)

U (X ,y\f u (V,T])
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2 dimensionales Punktbild (Rechteckblende)

U (X,y) ocsinc(2z-x-NA, [ A)-sinc(2z-y-NA, / A)
Intensitat = Amplitudenquadrat 1 (X, y) cc sinc® (27 - x- NA, /1) -sinc®(2z-y-NA, / 1)

A
UXpsp =——  dYpge = ——
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Reales Punktbild

Das beugungsbegrenzte Punktbild beschreibt die ideale Intensitatsverteilung

eines perfekten Abbildungssystems.

In der Realitat wird die Punktbildverteilung davon abweichen.

EinflussgrofRen sind:
- Bildfehler (Wellenfrontfehler)
- Defokussierung

Als Qualitatskriterium dient die sog.

Strehl-Definitionshelligkeit Dg

= Verhaltnis der Peakintensitat im
Punktbild real vs. ideal

P (X))
I (0,0)

Fur D.>0.8 sind keine merklichen
Qualitatseinbul3en feststellbar
= Abbildung ist beugungsbegrenzt

peak reduced |
Strehl ratio |

distribution
broadened

"I ideal , without

aberrations

real with
aberrations

&——_—— — ), r
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Einfluss Wellenfrontfehler auf PSF

Es gilt folgender

naherungsweiser Zusammenhang
(Marechal-Naherung)

zwischen Wellenfrontfehler und
Strehl-Definitionshelligkeit:

pv-value
of wave
aberration
-4,

Vye—
image
plane
wave

aberration [ [

D _l _4‘?2- ( 1an’ J
A

phase front

reference
exit |:| sphere

aperture

Als Daumen-Regel gilt deshalb, dass ein ,beugungbegrenztes” Abbildungssystem
(d.h. D>0.8) einen maximalen Wellenfrontfehler von

A
W . <0.074  Bzw. da PV und RMS mit ca. 3.5x skalieren ~ Wy < "
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Lichtverteilung in beliebigen z-Ebenen

Fourier-Optik: Einfache Berechnung der Lichtverteilung
fur Feld und Pupillenebene (Fouriertransformation)

Huygens-Fresnelsches Prinzip

Die auf die beugende Offnung fallende Kugelwelle U(P)
pflanzt sich so fort, als ob von jedem Element df dieser
Offnung eine Kugelwelle U’(P) ausgeht, deren Amplitude
und Phase durch die einfallende Welle U(P) gegeben sind.
(Jeder Punkt eines Wellenfeldes ist Erregungszentrum einer
sekundaren Kugelwelle.)

uRy)= L juie) )

A s,

cosddf

—

image
plane

= Berechnung von beliebigen
Lichtverteilungen madglich
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Einfluss Defokussierung auf PSF AN

Aus dem Huygens-Fresnel Prinzip kann die Lichtverteilung auch vor/nach der

optimalen Bildebene berechnet werden (axiale Verteilung)
Radial =» Airy

1

0.9

0.8

0.7

>; : HE: E Z= ERE )
| | Z

- - 2/
1(Z) oc sinc™(Z) = Wellenoptische Scharfentiefe = +/-0.5 R

Rayleighlange Rg = NAZ 45)
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A

Punktbild
Psf bei Defokussierung

Defokussierung
- 2 HE

L -
i

e AuBerhalb des Fokus :
- Psf verbreitert sich
- es entsteht Ringsystem

Defokussierung
-1HR

e Scharfentiefe :
wachst mit abnehmender numerischer
Apertur

AZ inpm

Fokus

3,

Defokussiernung
+1HR,

©f-j-1-1-]1°]O

Defokussierung
+2 HE

S
7
2
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Auge und Mikroskop

Bei der visuelle Beobachtung
mit einem Mikroskop sind die
Eigenschaften des Auges

mit zu betrachten: 0w / /A
Auflésungs T\C
limit So = 250 mm

Winkelauflosung Auge '
(folgt aus Airy-Scheibchen ac ~0.3mrad =1 (4.6)
bei mittl. Pupillendurchmesser)

A
Y

Akkomodationsbreite Auge Adomodiert

(Fokussierfahigkeit des Auges) | /@
Fernpunkt Nahpunkt
_ 1 1 \
(Breite) __ . ‘
ADakk = - S %Akkomodatlonsb eeeee h i Shah |

S fern nah Entspannt

Typische Werte: 1-10 dptr (Altersabhangig)
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Schéarfentiefe fur visuelle Beobachtung

Zerstreuungskreis &

Scharfentiefe Dy

Geometrischer Term
Beugungsopt. Term Unscharfekreis 4.7° am Auge

Fir visuelle (Empirischer Wert)
Beobachtung gilt 2D, = + Akkommodation
Naherungsweise:

A 0.34mm (250mm)* ( 1 1
2D =—— + + > K
NA NA ) 1—‘Mikro 1—‘Mikro SFern SNah (4'7)
Hilfsformeln:
4.7 250mm 12
S— . Aw— 250mm-4.7 _ 0.34mm oy = o'x 1E,_f_ P
FMikro FMikro fOPMI S

36



Forderliche Vergrof3erung

= Winkelauflosung Mikroskop (Mikroskop = Lupe)

Ay 0.61-1 0.61- A | 250mm
AW = = = -I'  mit I'=
fMikro NA ) fMikro NA ) 250mm fMikro

= Forderliche VergrofRerung

Winkelaufl. Instrument = (2x - 4x) Winkelaufl. Auge
Aw=(2..4) a,
0.61-4
NA-250mm

Trgrg. = (2..4) - ¢

Iegg =(2..4)- 220mm-ae _ (2...4)- 220mm-0.0003

Ay 0.61-1

-NA = 500...1000 - NA

(4.8)
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Beleuchtungsarten in der Mikroskopie

Die Art der Beleuchtung hat in der Mikroskopie einen wesentlichen Einfluss
auf das Bild:

axis

observation

f

epi-bright
field

/ epi-dark
Y ¥ field

~_ -

object
plane

.

trans-dark
field

trans-bright
field

Bezeichnungen Bilder flr versch. Beleuchtungsarten
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Beleuchtungsarten in der Mikroskopie

Beispiel Dunkelfeld:

Spinnennetz im Gegenlicht Spinnennetz im ,Dunkelfeld”

40



Auflicht-Beleuchtung

Auflicht-
Auflicht- Hellfeld
Beleuchtung: Beobachtung
1. Hellfeld
A
2. Dunkelfeld
\ 4

Obj ektiv

Obj ekt-
ebene

Auflicht-
Dunkelfeld
Beobachtung
Ringspiegel
A

\ /

Spiegel

Obj ekt-
ebene
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Durchlicht-Beleuchtung

Durchlicht-
. Hellfeld
Durchlicht- -
eobachtun
Beleuchtung: ’
1. Hellfeld 1

2. Dunkelfeld

Objektiv

Objektebene
mit Trager

Beleuchtungs-
kondensor

Durchlicht-
Dunkelfeld

Beobachtung

Objektiv

Objektebene
mit Trager

/ Beleuchtungs-

Ringkondensor
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Feldblenden und Aperturblenden Beleuchtung

Feldblende ~ Aperturblende Aperturblende

Objekt/’/\ =Eintrittspupille

Pupillen-
Ebene

Zw.-Bild

Beleuchtung Abbildung

Konjugiert zu den Feld und Pupillenebenen im Abbildungsstrahlengang
exisitieren (Leucht)-Feldblenden und Aperturblenden im Beleuchtungssystem.

Bei Kohler-Beleuchtung sitzt die Lichtquelle in einer Pupillenebene.
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Beleuchtungssystem

aperture

field stop

stop filter
condenser

e | an
b |

1
1
|
1
|
1
1
|
1
l
[}
1
1
|
1
|
i
1
1
|
|
1
|
1
1
|
1
|
|
1
1
|
1
|
|
1
1
|
— ]

source N~
‘ WA
Leuchtfeldblende: Aperturblende Beleuchtung:
Definiert beleuchtetes Objektfeld Definiert Beleuchtungs-Apertur

als notig- Streulicht) (siehe: Aufldsungsvermogen)

Hier: z.B. Dunkelfeldblende

http://212.80.228.216/sites/f.schaefer/mikbel3.jpg
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Kohler / Kritische Beleuchtung

Die Lichtquelle (z.B. Gliiwendel) o | o T e
wird durch das Beleuchtungssystem P A | f '1]
an eine andere Stelle im System ii\} m | ————— T
Abgebildet. vV ]
Je nach Lage unterscheidet man: b) %= 0.5 -. a
- Kohlersche Beleuchtung ‘/,/lf’\ J[ T N [ -
(Abbildung in die Pupille) F\‘!rn N —T N T ‘
- Kritische Beleuchtung Ve \Of \_/
(Abbildung in das Obijektfeld) A V2
I”T/\ ."['|_“ —+ I/D' —
~{ | || e TN -
| EV \VES H\ j'll"' {
TN [ e [
U1 e 1 N
VN . VAR |
e) Critical x = -1 u.
., N ~.
L’/f\l :'[11_ ) '|I ilr I'/—i:' —
\w,l? y. |\1|| = n B T
| f |
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~ Das Kohlersche Beleuchtungsprinzip
Kohler Beleuchtung N
Lukenstrahlung Fupillenstrahlung )
Strahlengang fiir die Abbildung Strahlengang fiir die Abbildung
des Ohjekts der Lichtquelle

Endbild aul der Netzhaut des Auges

Ausintspupille
des Mikroskops

Augenlinse des Okulars

Feldlinzs des Okulars

reelles Fwischenbild
feste Blende des Okulars
(Sehleldblende)

Ausinizpupille des Objekivs
(feste Blends)

Objekliv

Praparat mit Objekt

Kendensar

Irisblende am Kondensor
(= Aperdurblende der Beleuchiung)

Insblends am Kollektor
= Leuchifeldblende

Raollektor

Lichlquelle (Glahwendel)

http://www.klaus-henkel.de/koehlerl.gif
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