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1. Aufgabenstellung
1.1. Versuchsziel
Bestimmung der Vergré3erung eines Mikroskops und Vermessung kleiner Objekte.

Beschaftigen Sie sich mit folgenden Schwerpunkten des Versuches:

= Bildkonstruktion an einer Linse, reelles und virtuelles Bild

= Strahlengang durch ein Mikroskop

= laterale und longitudinale Vergrof3erung, Normsehweite

=  Grenzen der VergroRerung, Beugung und Interferenz, Auflésungsvermogen

1.2. Messungen

1.2.1. Bestimmen Sie die laterale Gesamtvergrof3erung des Mikroskops unter Verwendung
des Objektmikrometers (0,01 mm / Skalenteil) und des Langenmafstabes in Verbin-
dung mit dem Gauf3schen Spiegel entsprechend Abb. 5 und GI. (5) fur die Kombinati-
onen: Okular(12.5) / Objektiv(10) und Okular(12.5) / Objektiv(40).

1.2.2. Kalibrieren Sie die Okularskala mit dem Objektmikrometer fur das Objektiv(10) unter
Anwendung von Gl. (7). Wéhlen Sie mit diesem Objektiv einen Teilbereich des Ner-
venfaser-Préparates aus und vermessen Sie diesen mit der kalibrierten Okularskala
(siehe Abmessungen a und b in Abb. 12). Betrachten Sie dann nach dem Entfernen
des Okulars mit der auf den offenen Tubus gelegten Mattscheibe das vom Objek-
tiv(10) erzeugte reelle Zwischenbild des ausgewahlten Teilbereiches. Vermessen Sie
a und b jetzt mit einem Messschieber.

1.2.3. Kalibrieren Sie die Okularskala mit dem Objektmikrometer fir das Objektiv(40) und
bestimmen Sie damit den Durchmesser einer einzelnen Nervenfaser.

1.3. Auswertungen

1.3.1. Vergleichen Sie die mittels Gl. (5) berechneten VergréRerungen mit der Theorie ent-
sprechend Gl. (2) und fuhren Sie eine Fehlerabschatzung nach GI. (10) durch. Schét-
zen Sie hierzu die Messunsicherheit des Abstandes zwischen LAngenmal3stab und
Okularmitte ALg und den Messfehler bei der Bestimmung der BildgroRe AB. Fur das

Objektmikrometer gibt der Hersteller eine Genauigkeit von AG = 0,2 um an.

1.3.2. Uberpriifen Sie, ob das Verhéltnis aus der unter 1.2.2. mittels Messschieber be-
stimmten Abmessung des Zwischenbildes und seiner mit der Okularskala gemesse-
nen GroRe dem VergroRerungsfaktor des verwendeten Objektivs entspricht und ob
der ermittelte Nervenfaser-Durchmesser anatomisch korrekt ist (WIKIPEDIA ,Nerven-
faser®).

1.3.3. Beiwelchen Objektgréf3en waren Strukturdifferenzierungen nach Gl. (8) noch moglich?

1.4. Zusatzaufgabe

Die farbige Erscheinung von Schmetterlingsfligeln wird durch die Gitterwirkung von
Rippen verursacht, deren gegenseitiger Abstand ca. 200 nm betragt. Kann man diese
Rippen mit einem Lichtmikroskop auflésen, wenn man die kirzeste sichtbare Wellen-
lange und ein Immersionsél (n = 1,5) verwenden wiirde (Offnungswinkel o« =120°)?
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2. Grundlagen

Das Ziel dieses Versuches ist, die Funktionsweise eines Mikroskops einschliel3lich
seiner Grenzen zu verstehen. Nach Bestimmung seiner Vergré3erung und einer Ka-
librierung der Okularskala ist ein Nervenfaser-Préaparat zu vermessen.

2.1. Bildentstehung an einer Linse

Wird mit einer Linse von einem Gegenstand ein Bild erzeugt, so ist entscheidend, ob
sich der Gegenstand auBerhalb oder innerhalb der Brennweite f der Linse befindet.

A
Abb. 1 Strahlengang an einer Linse (Parallel-, Mittelpunkt- und Brennpunktstrahl),

bei dem sich der Gegenstand G auRRerhalb der Brennweite f befindet und ein reelles,
umgekehrtes, vergroRertes Bild B entsteht.

Ist der Gegenstand wie in Abb. 1 vor dem Brennpunkt positioniert, entsteht ein reel-
les, umgekehrtes, vergroRertes Bild. Zwischen G (Gegenstandsgréfle), B (Bildgrofe),
g (Gegenstandsweite) und b (Bildweite) gelten die Beziehungen
1 = 1+l (Linsengleichung) Vig = B =E (laterale VergrofRerung) . (1)
f g b G ¢
Vollig andere Verhaltnisse ergeben sich mit einem Gegenstand innerhalb der Linsen-
brennweite (s. Abb. 2).
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Abb. 2 Entstehung eines vergrol3erten virtuellen Bildes durch Positionierung des
Gegenstandes innerhalb der Brennweite der Linse.

In diesem Fall kommt es zu keinem Schnittpunkt der vom Gegenstand ausgehenden
(roten) Lichtstrahlen wie in Abb.1 und somit nicht zur Entstehung eines reellen
Bildes, welches z.B. auf einem Schirm oder einer fotoempfindlichen Schicht in der
Bildebene der Linse direkt sichtbar gemacht werden kann, wie das bei einem Pro-
jektor oder Fotoapparat erfolgt.
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2.2.

2.3.

In Abb. 2 fUhren die rickwartigen Verlangerungen der Lichtstrahlen zu einem ge-
meinsamen Schnittpunkt. Infolgedessen hat der Betrachter den Eindruck, als kdme
das Licht von diesem Punkt, so dass er ein vergroRRertes Bild des Gegenstandes
wahrnimmt, obwohl dieses nicht auf einem Schirm darstellbar ist und somit nicht im
Sinne eines reellen Bildes existiert. Daher spricht man in diesem Fall von einem vir-
tuellen Bild und die Linse, welche dieses erzeugt, wird als Lupe bezeichnet.

Theoretische Bildentstehung und VergrofRerung in einem Mikroskop

Die beiden Arten der Bildentstehung finden in einem Mikroskop Anwendung. Ein
Mikroskop besteht im einfachsten Fall aus einer dem abzubildenden Gegenstand
(Objekt) zugewandten Linse, dem Objektiv, und einer zweiten Linse, die dem be-
trachtenden Auge zugewandt ist, dem sog. Okular (Abb. 3).

Ebene Okular
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Objektiv Zwischenbildes
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Abb. 3 Bildentstehung an einem aus zwei Linsen (Objektiv und Okular) bestehen-
den Mikroskop. Durch das Objektiv wird ein reelles Zwischenbild erzeugt, das mit
dem als Lupe wirkenden Okular betrachtet wird. Der Abstand Lo; der beiden Brenn-
punkte wird als optische Tubusléange bezeichnet.

Die laterale VergrofRerung (AbbildungsmalRstab) des Objektivs entspricht nach GI.(1)
dem Verhdltnis aus Zwischenbild- B,, und ObjektgroRe G. Ebenso ergibt sich die
OkularvergréfRerung aus dem Verhaltnis der lateralen Abmessungen des virtuellen
Bildes B und des Zwischenbildes B;,. Das bedeutet, die laterale GesamtvergréRe-
rung des Mikroskops entspricht theoretisch dem Produkt aus lateraler Objektiv- und
Okularvergrof3erung:

; :E Bzvv_ B _\, Obiekiv 7 Okulr . @
G G B,

Empirische Bestimmung der Mikroskopvergréf3erung

Mit einem Mikroskop nimmt ein Betrachter ein vergrofRertes virtuelles Bild des Ge-
genstandes wahr. Dieses erscheint deshalb grof3er, weil es vermittels des optischen
Geréates gelingt, den Winkel zu vergréf3ern, unter dem das Objekt gesehen wird. Das
natirliche MaR fur die VergrofRerung ist daher das Verhéltnis der beiden Winkel, un-
ter denen ein Gegenstand mit dem optischen Gerat &,; und ohne dieses &, wahrge-
nommen wird (s. Abb. 4).
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virtuelles Bild (erzeugt mit dem Mikroskop)

évégenstang_‘(z.B. Objektmikrometer)

£ o = 25cm (Normsehweite)
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Abb. 4 Darstellung der Zusammenhange an einem vergrof3ernden optischen Gerat.
G - Gegenstandsgrofe, B - Bildgrofie, Lysw - Abstand zwischen Betrachter und Gegen-
stand (Normsehweite 25cm), Lg - Abstand zwischen Betrachter und Bildebene.

Ausgehend von Abb. 4 gilt flr die von einem Betrachter registrierte Vergrof3erung

V= om @

8ohne

Wahlit man z.B. fUir den Abstand zwischen Auge und Gegenstand die deutliche Seh-
weite eines Normalbeobachters (Normsehweite), die per Definition Lysw = 25 cm be-
tragt, so ergeben sich unter Berlcksichtigung, dass fir kleine Beobachtungswinkel

tan ¢ = ¢ gilt, die Beziehungen

G
€ohne © tan €ohne = L und Emit © tan Emit =7
NSW B @)
: B L
dh. V=Smty 2 MWy oy
€ ohne G LB

Danach errechnet sich die VergroRerung aus 2 Faktoren. Das Verhaltnis Vi = B/G
entspricht der bekannten lateralen Vergrof3erung. Dariiber hinaus kann ein optisches
Gerat fir den Betrachter auch eine VergréRerung infolge einer Abstandsanderung
bewirken, die als longitudinale VergroRerung Vio, = Lysw / Lg bezeichnet wird.

Um die laterale GesamtvergroRerung eines Mikroskops Vi messtechnisch zu be-
stimmen, ist fur Lg die Normsehweite zu wahlen, denn mit Lg = Lygw = 25 cm gilt

B
lat — ZCE;cm ' (5)
Das bedeutet, es muss ermittelt werden, wie gro3 das Bild des Gegenstandes dem
Betrachter in einem Abstand von Lysy = 25 cm erscheint ( B,scr, ). Dies wird dadurch
realisiert, dass ein in diesem Abstand positionierter Langenmalfistab vermittels eines
teildurchlassigen Spiegels (Gaul3scher Spiegel) seitlich in den Strahlengang des opti-
schen Gerates projiziert und die BildgréRRe damit vermessen wird (Abb. 5).

V =V

Als Objekt (Gegenstand) dient eine Skala bekannter Abmessung (Objektmikrometer
0,01 mm / Skalenteil), von der eine festgelegte Anzahl von Strichabstanden als Ge-
genstandsgrof3e G zu definieren ist.
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2.4.
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Abb. 5 Anordnung zur Vermessung der Grol3e des virtuellen Bildes des Objektmi-
krometers mit einem im Abstand von 25 cm positionierten Langenmalstab.

In der Praxis werden Mikroskope so konstruiert, dass das reelle Zwischenbild, anders
als in Abb. 3, nahezu im Okular-Brennpunkt (Brennweite f,) entsteht. In diesem Fall
gilt unter Beachtung von GlIn. (5) und (1) und der optischen Tubuslange Lor (Abb. 3)

V. = BZScm _ BZW BZScm _ bObjektiv I-NSW _\/ Obiektiv. y ; Okular
lat — G = G : B = : =~ Vlat “Vlat
2w Yobjektiv - Jokular
Ly
; - -  nsw
Mt Jowar # f2 UND by, = fi+ Lot = Voutar M (6)
2
1 1 1 Bopjeriv L,
wegen —= + folgt  Vopjeriy = ————— & —2- .
1 g Objektiv Objektiv Objektiv fl

D.h., kurze Linsenbrennweiten und gro3e Tubuslangen erhéhen die VergroRerung.

Vermessung von Objekten

Mit dem Mikroskop kénnen Objekte nicht nur vergroRert, sondern auch vermessen
werden. Dazu ist das linke Okular (Okular 1) mit einer Skala ausgestattet, die in der
Ebene des Zwischenbildes (Abb. 3) angeordnet ist und zusammen mit dem Bild des
Objektes scharf auf der Netzhaut des Auges abgebildet wird. Die Okularskala ist mit
der im Tubus lose steckenden drehbaren Okularlinse verbunden, so dass die Ve-
rmessung durch Bedienung des in zwei Richtungen verschiebbaren Objekitisches
zweidimensional erfolgen kann. Hierzu ist eine Kalibrierung der Okularskala durch ei-
nen Vergleich mit der Skala des Objektmikrometers erforderlich. Dabei gilt:

SKEqy - Anzahl SKTg,, = SKE - Anzahl SKT,

Anzahl SKT, %
M. SKE o

— SKEgy = ———————
% Anzahl SKT,

In diesem Zusammenhang sind SKEoy = 0,01 mm / Skalenteil , die Skaleneinheit des
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2.5.

2.6.

Objektmikrometers, Anzahl SKToy , die Anzahl der Skalenteile des Objektmikrome-
ters, SKEqk , die Skaleneinheit der Okularskala und Anzahl SKTok , die Anzahl der
Skalenteile der Okularskala.

Kleinstmoégliche erkennbare ObjektgrofRe

Der Zweck eines Mikroskops ist die Verdeutlichung der Struktur von Objekten, wel-
che ohne dieses Gerat dem menschlichen Auge nicht mehr zuganglich sind. Die Au-
genlinse entwirft von allen Punkten eines Gegenstandes oder Bildes entsprechende
Lichtpunkte auf der Netzhaut, die nur dann als getrennte Erscheinungen wahrge-
nommen werden, wenn sie nicht auf die gleiche lichtempfindliche Zelle (Z&pfchen
oder Stabchen) der Netzhaut fallen. Daher dirfen zwei Punkte, vom Auge aus gese-
hen, keinen kleineren Winkelabstand als ca. 0,019° (Bogenmalf3 0,00033 rad) haben.
Dies entspricht bei einer Entfernung von 100 m einem Punkteabstand von 3,3 cm und
in der Normsehweite (0,25 m) einem Punkteabstand von ca. 0,08 mm. Daher muss
die GroRRe eines von einem Mikroskop erzeugten und auf die Normsehweite bezoge-
nen Bildes groRRer als 0,08 mm sein, um eine Struktur zu erkennen. D.h. nach Gl. (5):

_ Bosem S 0,08 mm

G >
Vlat Vlat

(8)

Ist die VergrolRerung eines Mikroskops bekannt, so steht demzufolge auch fest, wie
klein die Abmessungen eines Objekts sein durfen, um noch eine Struktur differenzie-
ren zu kénnen.

Auflésungsvermdégen

Die Leistungsfahigkeit eines Mikroskops wird neben der VergroRerung durch sein
Auflésungsvermogen bestimmt. Dieses wird einerseits durch die erlauterten Eigen-
schaften der Netzhaut des Auges eingeschrénkt, andererseits gibt aber es eine ob-
jektive Grenze, Uber die hinaus eine Vergrolierung nicht mehr sinnvoll ist. Die Grenze
folgt aus der Wellennatur des Lichtes beim Zusammenspiel von Beugung und Interfe-
renz an bzw. hinter Objekten, deren Grol3e mit der Wellenlange vergleichbar ist.

Werden zwei benachbarte Objektpunkte von einer ebenen Welle getroffen, so gehen
von ihnen entsprechend dem Huygensschen Prinzip [1,3] Kugelwellen aus, die sich
Uberlagern und interferieren. Bei einem zu kleinen Punktabstand sind die entstehen-
den Beugungsbilder nicht mehr trennbar (Abb. 6 u. 7).

c
_9
D
b2 O =2
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3 ( 2
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7 < (o))
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= (¢ I
(@)] (b}
-
(b}
om

Abb. 6 lllustration der Beugung einer Welle an zwei Objektpunkten mit den dabei
resultierenden Beugungsintensitaten.
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Abb. 7 Beugungsbilder zweier punktféormiger Objekte, gut auflésbar (links)
und gerade noch auflosbar (rechts).

Als Auflosungsvermogen A wird das Reziproke des kleinsten Abstandes dpin definiert,
den zwei Punkte voneinander haben dirfen, um sie noch als getrennte Objekte
wahrzunehmen. Fir das Auflésungsvermogen eines Durchlichtmikroskops gilt:

1 n . (a
A_%_164-x-sm(EJ , 9)

d.h. es hangt von der Wellenldnge des verwendeten Lichtes A (sichtbarer Bereich ca.

380-700 nm), dem Offnungswinkel « des Objektivs sowie dem Brechungsindex n
des optischen Mediums zwischen dem Objekt und der Eintrittslinse des Objektivs ab
(Abb. 8) [1, 3].

~ Eintrittslinse
Objekttrager

oL (Objektiv)
v
Objekt

Abb. 8 Definition des Offnungswinkels des Objektivs.

Eine Steigerung des Auflésungsvermégens kann z.B. dadurch erreicht werden, dass
der Raum zwischen Objekttrager und Objektiv mit einem Immersionsél (n = 1,5) aus-
gefillt wird. Um das Auflosungsvermdgen um mehrere GrofRenordnungen zu verbes-
sern, benutzt man Elektronenmikroskope, die anstelle von Licht (Photonen) mit hoch
beschleunigten Elektronen arbeiten. Auf diese Weise lassen sich sehr viel kleinere
Wellenlangen erzeugen (Welle-Teilchen-Dualismus) [1].
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3. Experiment

3.1. Gerate und Materialien

- Durchlichtmikroskop

- Gaul3scher Spiegel (teildurchlassiger Spiegel)
- beleuchteter Langenmalfstab

- Objektmikrometer

- Mattscheibe

- Nervenfaserpraparat

Scharfeeinstellung
der Okularskala

Okular 1 & Tibtic
+Skala ' J/

Bildschéarfe
Angleich

Positionierung
Objekttisch

Abb. 9 Mikroskop mit seinen wesentlichen Bestandteilen.

Mattscheibe  Objektmikrometer

\uwm-\kmv
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=

|
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T

Gaulscher
Spiegel | s

Abb. 10 Zubehdr der Versuchsanordnung.
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Die wichtigsten Elemente des Mikroskops (Abb. 9) sind das Okular und das Objek-
tiv, zwei Linsensysteme, die durch den Tubus miteinander verbunden sind. Zur Rea-
lisierung unterschiedlicher VergréRerungen kénnen mehrere Objektive mit dem Oku-
lar kombiniert werden. Die EinzelvergréRerungen sind eingraviert. Unmittelbar unter
dem Objektiv befindet sich der Objekttisch, der durch zwei Positionierschrauben in
einer Ebene beliebig verschoben werden kann, um das zu untersuchende Préaparat
exakt zu positionieren.

Das Préaparat (Objekt) wird mit einem Beleuchtungssystem durchstrahlt, dessen Hel-
ligkeit regelbar ist (Durchlichtmikroskop). Zur Einstellung der Bildscharfe kann der
Objekttisch mit einem Grob- und Feinstelltrieb nach oben und unten bewegt werden.

Das Okular 1 enthélt eine Skala (Okularskala), die nach entsprechender Kalibrierung
zur Vermessung der Praparate genutzt werden kann. Da das Okular drehbar im
Tubus steckt, kann die Skala auf die Verschiebungen des Objekttisches ausgerichtet
werden. Die Schérfeeinstellung der Okularskala erfolgt durch ein separates Schraub-
rad am oberen Teil von Okular 1 (unteren Teil festhalten). Dartber hinaus erlaubt eine
Schraubvorrichtung unterhalb von Okular 1 das Angleichen der Bildschéarfen zwischen
beiden Okularen.

Zur Bearbeitung der Aufgaben werden weitere Teile bendtigt (Abb. 10). Insbesondere
steht fUr die Bestimmung der GesamtvergréRerung sowie zur Kalibrierung der Oku-
larskala ein Objekttrager mit einem definierten Strichmafd (Objektmikrometer) zur
Verfligung. Der Linienabstand des Objektmikrometers betréagt 0,01 mm.

3.2. Versuchsanordnung

Zur Bestimmung der GesamtvergrofRerung des Mikroskops wird der teildurchlassige
Gaul3sche Spiegel (Abb. 11) auf das Okular 2 gesteckt, wodurch der beleuchtete
Langenmalistab seitlich in den Strahlengang des Mikroskops eingespiegelt und das
Bild des Objektmikrometers vermessen werden kann (s. Abb. 5).

Gaulischer
Spiegel

25cm P
/" o

beleuchteter
Langenmalistab

Abb. 11 Versuchsanordnung zur Bestimmung der Mikroskopvergréf3erung.
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3.3.

4.

Hinweise zum Experimentieren und Auswerten

Der Abstand zwischen der Mitte des Okulars 2 und dem Langenmal3stab muss 25 cm
betragen und ist mit einem geeigneten Lineal auszumessen. Es ist glnstig, zuerst die
Skala des Objektmikrometers scharf einzustellen und erst danach den Langenmal3-
stab Uber den Gauf3schen Spiegel einzublenden. Beide Skalen muissen gleichzeitig
gut sichtbar und parallel ausgerichtet sein. Als Gegenstandsgrof3e sind mehrere Ska-

lenteile des Objektmikrometers G >10 SKT,, festzulegen.

Dieselbe Versuchsanordnung kann auch zur Kalibrierung der Okularskala genutzt
werden, welche im Okular 1 sichtbar ist. Nach einem Bildschéarfeabgleich zwischen
beiden Okularen ist darauf zu achten, dass auch die Okularskala scharf eingestellt
und zum Skalenvergleich parallel zur Skala des Objektmikrometers ausgerichtet ist.
Das vom Objektiv erzeugte
reelle Zwischenbild eines Pré-
parates kann man betrachten,
indem eines der beiden im
Tubus steckenden Okulare
entfernt und eine Mattscheibe
(siehe Zubehor Abb. 10) auf
den offenen Tubus gelegt wird.

Die Abmessungen des Teilbe-
reiches a und b kénnen mit der
kalibrierten Okularskala be-
stimmt werden. Setzt man den
fur a oder b ermittelten Wert zu
der Abmessung ins Verhaltnis,
die a bzw. b im reellen Zwi-
schenbild des Objektivs(10)
aufweist (Vermessung mittels
Messschieber), so ergibt sich
die VergrolRerung des Objek-
tivs, d.h. in diesem Fall der
Faktor 10.

Abb. 12 Nervenfaser-Praparat.

Die durchschnittliche Abmessung der Nervenfasern ist unter Verwendung des Objek-
tivs(40) zu bestimmen.

Die Messunsicherheit der Vergrof3erung AV wird in erster Linie bei der Vermessung
der BildgrofRe B mit dem Langenmalf3stab und durch die Unsicherheit bei dessen Po-
sitionierung in einem Abstand von Ly = 25 cm verursacht. Ausgehend von Gl. (4) gilt

2 2 2
AV = a—V-ALB + 8—V-AG + a—V-AB (10)
Olg 0G 0B

Die Messunsicherheiten AB und ALy sind zu schatzen, AG betragt nach Herstelleran-
gaben 0,2 pm.
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