E Fakultat fir Naturwissenschaften
Institut fur Physik

TECHNISCHE UNIVERSITAT

CHEMNITZ Fortgeschrittenenpraktikum |

V5 — Moderne Lichtmikroskopie

Ort: Labor C60.010 (Professur Analytik an Festkorperoberflachen)
Betreuer: Dr. H. Schletter / D. Dentel

Lichtmikroskopie

Lichtmikroskope sind sicher die an den haufigsten anzutreffenden Geraten zur mikroskopischen Abbildung.
Aufgrund ihrer vergleichsweise einfachen Handhabung werden sie haufig fir routinemalige Kontrollen oder
als Vorstufe vor hochauflésenden Untersuchungen (in Elektronen- oder Rastersondenmikroskopen) einge-
setzt. Das tatsachliche Potenzial der Lichtmikroskopie reicht jedoch wesentlich weiter und etabliert sie als ei-
genstandige wissenschaftliche Untersuchungsmethode. Insbesondere durch eine Reihe verschiedener Kon-
trastarten, die Gber die ,gewohnliche” Hellfeldabbildung hinausgehen, besitzt die Lichtmikroskopie vielfaltige
Einsatzmaoglichkeiten. Durch digitale Bildaufnahme er6ffnet sich zudem die Moglichkeit, aufgenommene Bil-
der am Computer zu analysieren und zu vermessen.

Auflosungsvermogen und Modulationsiibertragungsfunktion

Die Leistungsfahigkeit eines Mikroskops wird haufig durch das Auflésungsvermogen angegeben, das dem
minimalen Abstand zweier Objektpunkte entspricht, die gerade noch getrennt abgebildet werden konnen.
Allerdings erlaubt diese GrolRe keine Aussage, mit welchem Kontrast einzelne Objektdetails wiedergegeben
werden. Diese Aufgabe libernimmt die Modulationsiibertragungsfunktion, die als das Verhaltnis von Bildkon-
trast zu Objektkontrast definiert ist und als Funktion der sogenannten Raumfrequenz (Anzahl der Objektde-
tails je Langeneinheit) angegeben wird.

Polarisationsmikroskopie

Bei der Polarisationsmikroskopie befinden sich zwei gekreuzte Polarisationsfilter im Strahlengang ober- und
unterhalb der Probe. In doppelbrechenden Proben erfolgt eine Drehung der Polarisationsrichtung, sodass
entsprechende Probenbereiche heller und aufgrund von Interferenzeffekten auch farbig hervortreten. Auf
diese Weise lasst sich der Kontrast entsprechender Proben erheblich steigern. Ferner sind durch Auswertung
der auftretenden Farben auch quantitative Riickschliisse moglich.

(a) Mikroskopaufnahme eines (b) 3D-Rekonstruktion eines (c) Natriumthiosulfatkristalle,
Biindels Kohlenstofffasern Biindels Kohlenstofffasern Polarisationsmikroskopie

V5 - Moderne Lichtmikroskopie 1/4 http://www.tu-chemnitz.de/physik/FPRAK/FPI


http://www.tu-chemnitz.de/physik/FPRAK/FPI

E Fakultat fir Naturwissenschaften
Institut fur Physik

TECHNISCHE UNIVERSITAT

CHEMNITZ Fortgeschrittenenpraktikum |

Ziel dieses Versuchs ist ein Einblick in die Untersuchungsmaoglichkeiten, die ein modernes digitales Lichtmi-
kroskop bietet. Neben der ,einfachen” Abbildung wird insbesondere auch die Modulationsiibertragung unter-
sucht und das Prinzip der Polarisationsmikroskopie angewendet.

1. Bilden Sie eine Probe mit Liniengitter im Mikroskop ab und bestimmen Sie den Wert der Modulati-
onslibertragungsfunktion fiir dieses Gitter. Bestimmen Sie den Einfluss der Blenden6ffnung und des
Defokus auf die Modulationsiibertragung.

2. Untersuchen Sie qualitativ den Einfluss der Blenden6ffnung auf die Bildqualitat und Scharfetiefe anderer
Proben.

3. Erstellen Sie mithilfe der 3D-Funktionalitat des Mikroskops ein zusammengesetztes Bild einer nichtpla-
naren Probe, in dem alle Bildbereiche scharf dargestellt sind, sowie ein zugehoriges Hohenprofil.

4. Bilden Sie eine diinne kristalline Probe nach dem Prinzip der Polarisationsmikroskopie ab und erklaren
Sie die auftretenden Helligkeitsunterschiede und Farben. Bestimmen Sie aus den beobachteten Farben
die doppelbrechenden Eigenschaften einzelner Probenbereiche.

Ein detailliertes Arbeitsprogramm fiir diesen Versuch befindet sich am Ende dieser Anleitung.

Auflosungsvermaogen, Hell- & Dunkelfeldabbildung, Scharfentiefe, Modulationstibertragungsfunktion, Fourier-
Optik, Polarisation, Doppelbrechung

Folgende Lehrbiicher zur Lichtmikroskopie sind Gber die Universitatsbibliothek online verfligbar:

1. Eugene Hecht ; Gbersetzt von Karen Lippert: Optik, Berlin, Boston De Gruyter, 2018
https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/9783110526653/html

2. Christoph Gerhard: Tutorium Optik Ein verstandlicher Uberblick fiir Physiker, Ingenieure und Techniker,
Springer Berlin Heidelberg 2020
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-662-61618-5

3. Martin Loffler-Mang, Helmut Naumann, Gottfried Schréder: Handbuch Bauelemente der Optik Grundla-
gen, Werkstoffe, Gerate, Messtechnik, Miinchen Hanser Verlag, 2014
https://katalog.bibliothek.tu-chemnitz.de/Record/0-1656355272

Aulerdem bietet die Seite MicroscopyU (https://www.microscopyu.com/) (betrieben von Nikon) Informatio-
nen zu zahlreichen Themen der Lichtmikroskopie.
Sowie jede weitere Literatur zu den oben genannten Stichwortern.
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Probenvorbereitung (fiir Polarisationsversuch)
Fiir den Versuchsteil zur Polarisationsmikroskopie wird eine diinne Schicht Natriumthiosulfat (Na2S203) wie
folgt hergestellt:

1. Einige Kristalle Na;S,03 werden in einem Reagenzglas im Wasserbad geschmolzen.

2. Die Schmelze wird auf eine Glasplatte gegeben und mit einer zweiten Platte abgedeckt. Die Innenseiten
der beiden Platten sollten zuvor markiert worden sein (siehe unten).

3. Bei Abkihlung kristallisiert das Na;S,03 aus.

Alle Ubrigen Proben erhalten Sie vom Betreuer.

Abbildung eines Liniengitters

Die Arbeiten werden am digitalen Lichtmikroskop Keyence VHX-500 durchgefiihrt. Dieses Gerat besitzt drei
auswechselbare Objektive, die einen VergréRRerungsbereich von 20-fach bis 5000-fach abdecken.

1. Sie erhalten vom Betreuer eine Probe mit einer regelmalligen Linienstruktur. Bilden Sie diese Probe bei
geeigneten VergroRerungen ab.

2. Testen Sie verschiedene Beleuchtungsoptionen (Auflicht als Hell- oder Dunkelfeldbeleuchtung, Durch-
licht) um ein moglichst kontraststarkes Bild zu erhalten.

Modulationsiibertragungsfunktion
1. Erstellen Sie ein Intensitatsprofil des Bilds dieser Linienstruktur und bestimmen Sie daraus den Bildkon-
trast sowie den Wert der Modulationstibertragungsfunktion fir dieses Gitter.

2. Verandern Sie die Blendenoffnung des Objektivs (soweit moglich) und den Defokus (liber die software-
gesteuerte Hohenverstellung) und bestimmen Sie aus den zugehorigen Aufnahmen den Einfluss dieser
Parameter auf die Modulationsiibertragungsfunktion.

Bildqualitat und Scharfentiefe
1. Bilden Sie eine nichtplanare Probe bei geeigneter VergroRerung und geeigneter Beleuchtung ab.

2. Untersuchen Sie qualitativ den Einfluss der Blendenoffnung des Objektivs auf Bildqualitat und Scharfen-
tiefe.

3. Erstellen Sie mithilfe der 3D-Funktionalitat des Mikroskops ein zusammengesetztes Bild einer nichtpla-
naren Probe, in dem alle Bildbereiche scharf dargestellt sind, sowie ein zugehériges Héhenprofil.

Polarisationsmikroskopie
1. Setzen Sie die erforderlichen Polarisationsfilter in das Mikroskop ein.

2. Bilden Sie die Na;S;03-Probe mit diesem Aufbau ab. Bestimmen Sie die Dicke der Kristallschicht anhand
der Markierungen auf den Glasern (s.0.) mithilfe der softwaregesteuerten Héhenverstellung.

3. Diskutieren Sie qualitativ die auftretenden Farben und Helligkeitsunterschiede.

4. Vergleichen Sie (an ausgewahlten Probenstellen) die auftretenden Farben mit einer Referenz-Farbskala
(Michel-Levy Farbkarte) und schatzen Sie damit die Differenz der Brechungsindizes (nao — no) ab.

Die Bedienung des Mikroskops mit seinen Komponenten wird lhnen vor Ort vom Betreuer erlautert. Die ein-
zelnen Messungen erfolgen dann weitgehend eigenstandig.
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Abbildung 2) Quelle: ZEISS Microscopy from Germany
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Michel-Lvy_interference_colour_chart_(21257606712).jpg),
interference colour chart (21257606712)", https://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/legalcode
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