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Thema 6: Mikroskop
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Abbildung 6.2: Die Messlupen-Vorrichtung zur
Abbildung 6.1: Das im Versuch zu benutzende bin-  Bestimmung der Spaltbreite:
okulare Mikroskop Im Vordergrund die eigentliche Messlupe, im Hin-
tergrund der Spalt in der Halterungsklemme.

1 Einleitung

Grofle und Entfernung vom Auge des Betrachters definieren den Sehwinkel €, unter dem ein Gegen-
stand gesehen wird. Wird der Sehwinkel zu klein, so kann, wegen der endlichen Grofle der Sehzellen
in der Retina, das Auge Details kleiner oder entfernter Gegenstéinde nur noch beschrinkt auflésen.
Optische Instrumente wie Lupe, Fernrohr, Mikroskop etc. dienen dazu, von zu fernen oder zu kleinen
Gegenstinden Bilder unter einem hinreichenden Sehwinkel € in einer fiir das Auge bequem akkommo-
dierbaren Entfernung zu erzeugen.

Als Erfahrungswert einer bequemen Sehentfernung des gesunden Auges mit optimaler Detailauflésung
wird die deutliche Sehweite eq = 25 cm definiert.

Gegenstinde, die unter gleichem Sehwinkel beobachtet werden, erscheinen trotz verschiedener Entfer-
nung gleich grof3, weil sie gleich grofle Bilder auf der Retina erzeugen.

Optische Instrumente vergroflern den Sehwinkel e gegeniiber dem Sehwinkel €y, unter dem das Objekt
mit bloem Auge gesehen wird, bei gleicher scheinbarer Bildentfernung.

Die Vergrofierung eines optischen Instruments wird daher auf den Sehwinkel €y bezogen, unter dem der
beobachtete Gegenstand in der deutlichen Sehweite gesehen wiirde. Man definiert als Vergréflerung
tane

V= (6.1)

~ tan €0

Die Vergroflerungseigenschaften optischer Instrumente lassen sich mit Hilfe der Konstruktionsregeln
der geometrischen Optik aus dem Lichtstrahlengang durch das Instrument herleiten. Die bestenfalls
erzielbare Detailauflosung, und damit die praktisch maximal sinnvolle Vergroferung, ist aus diesen
geometrisch-optischen Konstruktionsregeln nicht ableitbar. Sie wird durch Beugungseffekte begrenzt.



g3 (= ¢p)

Abbildung 6.3: Sehwinkel ¢, unter dem das Auge Gegenstinde G1, Go, G3 in den Abstédnden g1, go,
bzw. g3 (g3 hier gleich der deutlichen Sehweite ey gewéhlt) sieht.
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Abbildung 6.4: Konstruktion des Strahlengangs einer Lupe (Mikroskop-Okular).

2 Vergroflerungseigenschaften
2.1 Vergroflerung der Lupe

Eine Sammellinse, die zur Erzeugung vergroflerter, virtueller Bilder kleiner Objekte dient, wird als
Lupe bezeichnet. Das Okular eines Mikroskops ist ein Linsensystem mit gleicher Funktion. Eine Lupe
erzeugt unter dem Sehwinkel € ein aufrechtes, vergroflertes virtuelles Bild eines Gegenstands G, der
sich in der Entfernung g < f - also innerhalb der Brennweite f der Lupe befindet. Das Bild B erscheint
in der Bildweite b, die nicht gleich der deutlichen Sehweite eo sein muss. Derselbe Gegenstand G’ in
die deutliche Sehweite eg verschoben, wiirde dem bloflen Auge unter dem Sehwinkel €g erscheinen.

Man beachte, dass die deutliche Sehweite vom Auge (nicht von der Lupenposition aus!) zu messen
ist. Da ein grofles Gesichtsfeld nur erzielbar ist, wenn das Auge moglichst dicht an die Lupe gebracht
wird, kann der Abstand zwischen Auge und Lupe fiir die Herleitung der Vergrofierung anndhernd
vernachléssigt werden.

Nach Gleichung [6.1] und der Konstruktion in Abb.[6.4]ist die VergréBerung der Lupe

tane  B-ep

Vi = 6.2
L™ tan €0 b-G (6:2)
Aus dem Strahlensatz und Abb. folgt zudem % = % und g = 5.
Das Verhéltnis B
= — 6.3
b=a (6.3)
wird als Abbildungsmafistab bezeichnet.
Es ergibt sich fiir die Vergroflerung der Lupe:
v, =2 (6.4)
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Abbildung 6.5: Strahlengang eines Mikroskops.

Praktisch verwendbar ist eine Lupe bis zu maximal 20- bis 30-facher Vergroflerung. Fiir gute Schérfen-
tiefe des Bildes und brauchbares Gesichtsfeld wird man die Vergréferung allerdings moglichst auf
weniger als 10-fach beschrianken.

2.2 Vergroflerung des Mikroskops

Ein Mikroskop besteht aus 2, bei aufwendigen Modellen auch 3 separaten Linsensystemen, die eine
farbgetreue, randscharfe (eventuell auch stereoskopische) Abbildung des betrachteten Objektes mit
optimaler Grofle und Helligkeit des Gesichtsfeldes gewihrleisten sollen. Sieht man von technischen
Finessen zur Korrektur der Farbdispersion und anderer Linsenfehler, sowie zur Vergroflerung des Ge-
sichtsfeldes ab, so besteht das Mikroskop aus zwei hintereinandergeschalteten, weitgehend voneinander
unabhéngigen optischen Abbildungssystemen.

Diese sind im einfachsten Falle Sammellinsen, wobei die dem Objekt zugewandte Linse, das Objektiv,
ein vergroflertes, reelles sog. ,,Zwischenbild“ B, des Objektes G und die dem Auge des Betrachters
zugewandte Linse, das Okular, von B, ein nochmals vergréflertes virtuelles Bild B erzeugt, je nach
Justierung des Okulars entweder in der deutlichen Sehweite oder im Unendlichen.

Nach GI. und ergibt sic}ﬂ die Vergroflerung Vi; des Mikroskops als Produkt der Einzelver-
groferungen der Teilsysteme, némlich des Abbildungsmafstabs des Objektivs Bu; = % mit der

Vergroflerung des Okulars Vi = ;—2

Vergroflerung des Mikroskops:

tan ey B - e
Vv = = Bobj : Vok = C;
"9z

tan €y

(6.5)

Ein Gegenstand G in einem Abstand g zwischen der einfachen und doppelten Brennweite fy; der
Objektivlinse (2fop; > g > fobj) erzeugt ein reelles, umgekehrtes Zwischenbild B,.

Liegt das Zwischenbild in der Brennebene oder innerhalb der Brennweite f,; der Okularlinse, so erzeugt
diese ein vergrofliertes aufrechtes virtuelles Bild B des Zwischenbildes, das mit dem Auge betrachtet
werden kann.

Der Brennpunktabstand der Objektiv- und Okularlinse wird als Tubuslinge A bezeichne‘ﬂ Justiert
man das Zwischenbild in die Brennebene des Okulars, verlegt somit das virtuelle Bild B in die schein-
bare Entfernung oo, so erhilt man zwei Bestimmungsgleichungen fiir B,, mit denen die Vergréflerung
des Mikroskops nicht nur formal wie in GI. sondern direkt als Funktion der Linsenbrennweiten
und der Tubuslinge A angegeben werden kann.

!Bei korrekter Justierung der Gegenstandsweite des Objekts g, der Tubuslédnge A und des Okulars
2In der Literatur wird die Tubuslinge A hiufig als Abstand von der (mithsam zu bestimmenden) Hauptebene des
Objektivs zur Zwischenbildebene definiert. Gl. und #ndern sich dadurch entsprechend!



Wendet man den Strahlensatz in Abb. [6.5] an, ergibt sich

B, A
b = —2 = 6.6
=G (00
und
taney = —— sowie taneyg = —. (6.7)
ok €o
Damit wird die Vergréf8erung des Mikroskops
t A -
VM _ an €y . €0 (6.8)

taneg  fonj - for

Die optische Tubuslinge A darf nicht mit dem Hauptebenenabstand D vom Objektiv zum Okular,
der auf einer Skala am Mikroskoptubus angegeben ist, verwechselt werden! In guter Niherung (s. Abb.

gilt:

D:fobj+A+f0k-

3 Auflésungsvermoégen des Mikroskops

(6.9)

GL. [6.8 wurde nach den Konstruktionsregeln der geometrischen Strahlenoptik hergeleitet. Diese gelten
nur so lange, wie die betrachteten Objekte bzw. deren Details grofl gegen die Wellenléinge A des Lichts

sind, mit dem das Objekt beleuchtet wird.

Erzeugt z.B. ein Vjy = 2000-fach vergroflerndes
Mikroskop ein 1 mm grofies Bild B in der deutli-
chen Sehweite ey = 25 cm, dann ist das Objekt nur
500 nm grof}. Dies entspricht der Wellenlédnge blau-
griinen Lichts! Es ist nicht zu erwarten, dass GI.
in diesem Falle eine noch problemlos nutzbare
Vergroflerung beschreibt. Vielmehr werden Beu-
gungserscheinungen fiir V3; > 1000 eine entschei-
dende Rolle bei der Bildentstehung spielen.

Zur Abschitzung des Einflusses der Beugungsef-
fekte auf das Auflosungsvermogen eines Mikro-
skops - und damit auf die gréfite sinnvoll einsetz-
bare Vergroflerung - werde als Objekt ein mit par-
allelem Licht beleuchteter Doppelspalt bzw. be-
nachbarte Striche eines Strichgitters gew&hlt.
Das nicht aus der urspriinglichen Richtung abge-
lenkte Licht der nullten Beugungsordnung (m =
0) liefert keine Information iiber die Objektstruk-
tur.

Nur Licht der Beugungsordnungen m > 1
trigt Bildinformation! Formé&hnlich (z.B. in der
Kontur der Spaltrédnder) werden nur Abbildun-
gen, zu denen hohere Beugungsordnungen bei-
tragen. Grobere Bilddetails entsprechen grofieren
Spaltabsténden d. Dann liegen die Beugungsma-
xima unter kleineren Winkeln ¢,,, so dass hohere
Beugungsordnungen zur Bildinformation beitra-
gen konnen.
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Abbildung 6.6: Beugung an einem Doppelspalt mit
Spaltabstand d, beleuchtet mit parallelem Licht
der Wellenldnge A. Eingezeichnet sind die Rich-
tungswinkel ¢, der Maxima zu den Beugungsord-
nungen m = 0, m = +1 und m = £2. Der Uber-
sicht halber wurden die Richtungspfeile hoherer
Beugungsordnungen weggelassen!



Fiir die Ablenkwinkel ¢, der Interferenzmaxima des gebeugten Lichts der Beugungsordnung m gilt

mA  mAg

ma _ 6.10
= (6.10)

sin ¢y, =

mit Vakuumwellenlédnge \g, Spaltabstand d, und Brechungsindex n des umgebenden Mediums.

Ein optisches Instrument iibertragt nur unter der Bedingung

A X
i <—=— 6.11
singy < 5 = 22 (6:11)
die zur Bilderzeugung notwendige Minimalinformation aus der 1. Beugungsordnung.

Formé&hnlich zur Struktur des abzubildenden Gegenstands wird das Bild erst, wenn auch Licht hoherer
Beugungsordnungen iibertragen wird.

Durch die Objektivbrennweite ist der Objektabstand g zur Hauptebene des Objektivs und damit auch
der Offnungswinkel o, unter dem vom Objekt aus gesehen Licht ins Objektiv eintreten kann, festgelegt
(in einem Medium mit Brechungsindex n).

Damit wird die kleinste bei der Wellenlénge A vom Mikroskop auflésbare Lange (= kleinstes auflosba-
res Detail) zu

Ao Ao
din = —— =20 12
A (6.12)

n - sino
A = n-sina (6.13)

A heifit numerische Apertur eines Mikroskopﬁ die das Auflésungsvermogen des Mikroskops bei der

Wellenldnge )\ als

A nsin o 1

kel = 6.14
)\0 )\O dmm ( )

angibt.

Obige Abschitzung des Auflosungsvermogens wurde der Eindeutigkeit und Einfachheit halber unter
der Annahme durchgefiihrt, dass das Objekt von hinten mit zur optischen Systemachse parallelem
Licht beleuchtet wird. Dies ist zwar gut fiir optimale Bildhelligkeit, aber nicht optimal fiir die Auflésung
kleinster Objektdetails.

Beleuchtung unter einem geeigneten Winkel o schrig zur optischen Achse bewirkt, dass fiir Winkel
as < 2a im Grenzfall statt der Beugungsordnungen m = 0 und m = +£1 nur die Beugungsordnungen
m = 0 und entweder m = +1 oder m = —1 in das Objektiv eintreten. Damit ergibt sich - allerdings
unter Verlust an Bildhelligkeit - eine Detailauflésungsgrenze von ndherungsweise

Ao

n sin o

in = 0,5 - (6.15)

4 Aufgabenstellung, Versuchsablauf

Bei der folgenden Untersuchung der wichtigsten technischen Eigenschaften eines Mikroskops wird die
Okularlupe immer so justiert, dass das virtuelle Bild B des beobachteten Objekts G in der Entfernung
der deutlichen Sehweite eg = 25 cm liegt.

3Beispiel aus der Praxis: Ein Mikroskopobjektiv der VergréBerung 10 x mit numerischer Apertur 0,30 wird iiblicher-
weise bezeichnet mit: 10x n.A. 0,30.



4.1 Messung der Gesamtvergroflerung eines Mikroskops mittels binokularem Messver-
fahren

Am Stativ neben dem Mikroskop wird ein 30 cm langes Lineal im Abstand eg = 25 cm unterhalb der
Oberkante der Okularlinse des Mikroskops horizontal befestigt.

Als Objekt G wird ein Objektmikrometer mit 2 mm Gesamtlinge der Strichteilung und 100 Teilstri-
chen/mm auf dem Objekttriigertisch fixiert. G wird durch vorsichtige Variation des Objektabstands
g scharf eingestellt.

Man beobachtet mit einem Auge das Bild B und mit dem anderen Auge gleichzeitig das Lineal
daneben. Der Objekttriagertisch bzw. das Lineal wird verschoben, bis das Bild von Objektmikrometer
und Lineal so nebeneinander liegen, dass sie gut vergleichbar werden.

Eine moglichst lange Strecke auf dem Bild B des Objektmikrometers G wird dreimal durch Vergleich
mit dem Lineal ausgemessen, die Ergebnisse tabelliert und zu einem Mittelwert < B > zusammen-
gefasst. Daraus kann man nun durch Einsetzen der bekannten Daten des Objektmikrometers die
Gesamtvergroferung Vs eop = g des Mikroskops bestimmen.

Wiederholen Sie diese Messung fiir die anderen drei Objektive.
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Abbildung 6.7: Anordnungsschema zur binokularen Vergroflerungs-Messung am Mikroskop geméss GI.

[6.3 bis 6.8
4.2 Berechnung der Mikroskopvergréf3ierung und Vergleich mit den Messergebnissen
Lesen Sie die Okularvergréfierung am Ring des Okulars ab und bestimmen Sie mit Hilfe Threr durch

Messung gewonnenen Gesamtvergrofferungen die Abbildungsmafstibe der Objektive. Vergleichen Sie
anschlieend Ihre Ergebnisse mit den auf den Objektiven eingravierten Angaben.



Erkléren Sie Thre Beobachtungen!

o Welche systematischen Fehler sind in Thren Ergebnissen enthalten?

e Diskutieren Sie die Ursache eventueller Abweichungen anhand des vorliegenden Aufbaus und
einer kritischen Analyse Threr moglichen Messfehler! Uber- oder Unterschétzung der Messfehler
sind in der Praxis gleichermafien unerwiinscht!

4.3 Auflésungsvermogen und numerische Apertur

Ein Mikroskop wird durch sein Auflésungsvermégen bzw. seine numerische Apertur spezifiziert (siehe

GL bis [6.15)).

Das Auflésungsvermogen nach Gl. hingt von der Wellenlinge A\ des Lichts ab, mit dem das
Objekt beleuchtet wird. Daher werden in die Halterung an der Kondensorlinse der Objektbeleuchtung
(unter dem Objekttriagertisch) verschiedene Filterglasscheiben eingelegt, um den Wellenlédngenbereich
des Lichts auf insgesamt drei schmale Bénder einzuengen (rot, griin und blau).

Die numerische Apertur A = nsin« (Gl [6.13)) beschreibt eine rein geometrische Eigenschaft des Mi-
kroskopobjektivs, ndmlich den grofiten Offnungswinkel a;, unter dem Beugungslicht von Objektdetails
gerade noch in das Objektiv eintreten kann.

Der Brechungsindex n des optischen Mediums zwischen Objekt und Objektivoberfliche geht ein, weil
ein Brechungsindex n > 1 (,Immersionsobjektiv*) die Lichtwellenlinge A gegeniiber der Vakuum-
Wellenlénge \g verkiirzt und die Grenzwinkel fiir Totalrefflektion des aus dem Deckglas des Objekts
(bzw. der Objektoberfliche) tretenden Lichts verbessert. Beides verbessert das Auflosungsvermogen.

Hier im Versuchsaufbau gilt n = 1, weil der Brechungsindex von Luft erst in hoheren Dezimalen vom
Vakuumwert ng = 1 abweicht.

Zur Messung der numerischen Apertur wird ein verstellbarer Spalt mit verdnderbarer Spaltweite s
zwischen dem als Objekt dienenden Objektmikrometer und der Objektivlinse eingefiihrt, mit dem
Abstand L = 5,8 mm von der Ebene der Objektmikrometerskala und parallel zu den Strichen des
Objektmikrometers orientiert.

Schwenken Sie das kleinste Objektiv vor und stellen Sie bei weit getffnetem Spalt das Bild des Ob-
jektmikrometers scharf. Die Spaltweite s wird so weit verringert, bis das Beugungsmuster der Git-
terstruktur gerade verschwindet. Diese Spalteinstellung definiert den Offnungsgrenzwinkel a, bei dem
von keiner Stelle des Objekts Beugungslicht der m = +1ster und Oter Beugungsordnung gemeinsam
in die Objektivlinse gelangen kann. Beachten Sie dabei, dass der Spalt ein mechanisches Bauelement
ist und daher von Natur aus etwas ,,Spiel” hat. Um Messungenauigkeiten zu vermeiden, sollte die
FEinstellung der Spaltbreite nur ,,von einer Seite” her erfolgen. Konkret heifit das, wenn Sie den Spalt
langsam schlieffen und iiber den Punkt, bei dem das Beugungsmuster gerade verschwimmt, hinaus
sind, wiirden Sie Thre Messung verfilschen wenn Sie von dort aus den Spalt wieder langsam 6ffnen.
Sollte dies also passieren, so miissen Sie den Spalt wieder vollstandig 6ffnen und dann wieder schlielen:
also von ,,der selben Seite her”!

Zur Messung der eingestellten Spaltweite s entfernen Sie den Spalt vom Objekttrager und spannen Sie
ihn in die zur Verfiigung stehende Messlupenanordnung ein (Siehe Abb. . Messlupe und Halterung
fiir den Spalt sind auf einer optischen Bank verschiebbar angebracht.

Der Offnungsgrenzwinkel a des Mikroskops ergibt sich aus

s
t = —. 6.16
ana 5L ( )

Bei diesem Mikroskopobjektiv ist a noch so klein, dass tan « = sin « gilt, so dass sich seine numerische
Apertur wegen nr, r; = 1 ergibt zu

Az%zn-sina:sina. (6.17)



Die Messung der Spaltweite s wird fiir jedes der drei Farbfilter dreimal durchgefiihrt, die Ergebnisse
gemittelt und die numerische Apertur A mit Fehlerabschéitzung berechnet.

Das zu dieser Messung der numerischen Apertur benutzte kleinste Objektdetail ist der bekannte Stri-
chabstand d = 0,01 mm der Objektmikrometerskala. - Die derart bestimmte Apertur A ist mindestens
notwendig, um eine Struktur mit der ,Feinheit“ d aufzulGsen.

e Setzen Sie den Strichabstand d und den errechneten Wert von A in Gleichung [6.15] ein und
berechnen Sie die mittleren Wellenléingen < A >,.ot gruen,biau der von den Farbfiltern durchgelas-
senen Lichtanteile.

e Vergleichen Sie das Ergebnis mit der Thnen bekannten ungefiahren Wellenléngen.

e Welche Riickschliisse auf die Aussagegenauigkeit der Gleichung [6.15| sind daraus zu ziehen?

Optional: Sie kénnen die Auflésung des Mikroskops auch anhand eines Objekttrigers mit Diaotomeen
bestimmen.

5 Stichworte zur Vorbereitung

Sehwinkel, Vergroflerung einer Lupe, Konstruktion des Strahlengangs durch ein Linsensystem (Lupe,
Fernrohr, Mikroskop), Brechungsgesetz, Gesetze der Abbildung mit Linsen, reelle und virtuelle Bilder,
Vergroflerung des Mikroskops.

Huygens-Prinzip, Interferenz, Beugung am Doppelspalt, Beugungsordnungen, Bedingungen fiir Beu-
gungsmaxima und -minima.

Numerische Apertur und Auflésungsvermogen eines optischen Systems (Mikroskops).
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