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, , ei rller überlegenheir des REM und
':.':: '-, TEM in Bezug auf Auflösung sind die

Grenzen, Nachteile und der hohe Auf-
wand zu bedenken. Die zu untersuchender
Objekte müssen vakuumtauglich sein und
unterliegen beim REM fast immer einer Vorbe-
handlung mit einer dünnen leitenden Metall-
schicht. Auf die enormen Kosten für Anschaf-
fung, Betrieb und \Tartung soll nicht weiter
eingegangen werden.
Dagegen können die benötigten UV-I(ompo-
nenren fasr hei iedem Mikroskop nachgerüiret
werden und erlauben nahezu alle Manioulatio-
rten der ublichen Lichrnrikroskopie. Geiade bei
der Besrimmung von Diaromeen r,r ird häufig
eine Auflösung und Erkennbarkeit jenseits der
üblichen Grenzauflösune im sichtbaren Licht
gefordert. Wurde das Obiekr auch schorr als
Dauerpräparat fixiert, besteht rnit der UV-
Mikroskopie die einzige Chance in den Grenz-
bereich der Auflösung zu gelangen (Abb. 1).

UV-Beleuchwngsqvelle

Bis vor wenigen Jahren war als UV-Quelle nur
ein Hochdruck-Quecksilberbrenner als leis-
tungsfähiger Strahler für \7ellenlänsen < 400 nm
denkbar. Trotz der enormen ieistunesauf-
nahme eines Hg-Brenners von 50 bis 150 Warr
und mehr ist die selektierte und schmalbandiee
LIV-Strahlung bei Jo5 nm relariv gering. Weirir
ist die Lebensdauer solcher Lampen sehr be-
grenrt. ein beliebiges Ein- und Aurschrlren r er-
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Bereits 1873 publizierte Ernst Abbe Informotionen über die Auflösunqsqrenze in der
Mikroskopie. und zeigte,_ doss die Beleuchtungswellenlönge einen ätitscheidenden
Foktor für die Grenzouflösung dorstellt. t SOi veröffentlicht August Köhler seine
Arbeiten über dos Ultrqviolett-Mikroskop, und zusqmmen mit Mon:tz von Rohr wirdArbeiten über dos Ultrqviolett-Mikroskop, und zusqmmen mit von Rohr wird

ter- (REM) und

bei Zeiss ein ultroviolett-Mikroskop 
"ntwi.k"lt, 

immer mit dem Ziel die Auflösung i;
der Mikroskopie weiter zu steigern. Durch die Forschung von Ernst Ruskq und üox
Knoll 193 | wor donn der Grundstein zu einem neuen Zeäolter, nömlich dem der Ros-
ter- (REMI und rronsmissionselektronenmikroskopie (TEM) gelegt. Diese Enfwicklung
verdrö.ngte die uv-Mikroskopie, wenn es um die Auflösung ieiniter Detqils ging. Dosi
es ouch heute noch Sinn mqcht sich der uv-Mikroskooie zu-widmen und wo-s m-ir rela-
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Abb. l: Amphipleuro pellucido, oufqenommen im UV-
Licht bei 365 nm mit Leitz Apochro--mot 90 / 1 ,4 ö1,
Kondensor ry!n.A. 1,4 immärgiert, Komero lmoging
Source DMKZ2.

boten und das erzeugte Ozon nicht unbedingt
angenenm.
Nun hat sich durch neue Entwickluneen in der
LED-Technologie das Bild gewandelt. Seir eini-
ger Zert sind UV-LEDs in unrerschiedlichen
Leistungsklassen und \7ellenlängen bis weit un,
ter 400 nm erhältlich. So kann man beisoiels-
weise ron Nichia seir ca.200- einen leisrunes-
starken. idealen UV-Srrahler heziehen tAbb. )t.
Mit einer optischen Leistung von 200-300 m\7
(1e nach Selektion) bei 365 nm klingt die Leis-
tungsangabe eher gering, hält jedoch dem prak-
tischen Vergleich mit einem Hg-Brenner bei
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Abb. 2: Nichio UV-LED Type NCSU 033 E.

schmalbandig selektierter \7e11en1änge durch-
aus stand. -üTeiter kommt hinzu, dass eine LED
weder explodieren kann, noch sind Betriebszy-
klen oder Brennerlagen vorgeschrieben, ganz
zu schweigen von der geringen Leistungsauf-
nahme im Bereich von wenigen Vatt und der
kleinen Bauform.
Nach verschiedenen Exoerimenten mit UV-
LEDs - unter andere n ton den Firmen Roith-
ner und Nichia - wurde auf der Basis einer Ni-
chia NCSU033 LED ein Beleuchtungskonzept
entwickelt, das firr die Untersuchung von Fein-
strukturen an Diatomeenschalen alle Forderun-
gen erfülit.
Zwei Punkte sind beim Betrieb mit solchen UV-
Power-LEDs besonders zu beachten:

Es muss für ausreichende Kühlung gesorgt
nerden, damit die maximale Betriebstempe-
ratur nicht überschritten wird.

Es ist unbedingt dafür zu sorgen, dass keine
ungeu'ollte Strahlung das Auge des Beobach-
ters treffen kann. Direktbeobachtune verbie-
tet sich i on selbst. denn die Strahlung ist un-
sichtbar und die Strahlungsleistung der
UV-LED entsoricht der Klasse 3 B für Laser!

Empfängertechnik und Bildbetrachwng

Unterhalb von 400 nm ist das menschliche
Ar.rge für eine direkte Beobachtung nicht mehr
tauglich und zudem ist der \7ellenlängen-
bereich unter 400 nm für a1le Bereiche des
Auges sehr schädlich. Also muss ein Bildwand-
ler - beispielsweise ein Kamera-Monitorsystem
- zur Anwendung kommen. Die gängigste Vari-
ante hierfür ist eine monochrome Kamera mit
direkter PC-Anbindung und Bildbetrachtung
auf dem PC-Monitor oder ein entsprechendes
monochromes Videosystem.
Aus dem Bereich der Amateur-Astronomie,
aber auch der Industrie steht heute eine Viel-
zahl solcher I(amera-Modelle zur Verfügung,
welche eine gute Anbindung über eine USB 2.0,
teilweise auch USB 3.0 oder Fire'il/ire Schnitt-
stelle zum PC zulassen. In Tabelle 1 ist eine
kleine Auswahl von Modellen in USB 2.0 Aus-
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Tobelle l: Einige Beispiele und Doten für monochrome Komeros.

(Fo. Lumenero, vertreten durch Fo. Fromos, München: Komeros in USB 2.0 Ausführung)
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DMK 5'I
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640 x 480

1024x768
1 280 x 960
,l600x1200

2592 x 1944
' - ^. 

( I .
rn ./ Jtuten brs

640 x 480

Sony ICX 098

Sony ICX 204

Sony ICX 205

Sony lCX274AL

CMOS
MT9PO3I

5,6 x 5,6 pm

4,65 x 4,65 pm

4,65 x 4,65 pm

4,40 x 4,40 pm

2,20 x2,20 pm

1/4"
1/3',
1/2"
1 / 1,8',

1 / 2,5',

(Fo. lmogingSource, Bremen: Komeros wohlweise in USB oder FireWire Ausführung)
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Abb. 3: Beispiel einer monochromen CCD C-Mount-
Komero von lmoging Source mit USB-Anschluss.

worten, es sei denn, das Objektiv ist extra da-
für vorgesehen und gekennzeichnet. Einige
Versuche mir älreren Apo-Objekriven für Enä-
lichsysteme u'aren recht erfolgreich. Beispiele:
Leitz PL Fluotar 1610,45 160 mm, CZJ Apo
40/0,95 160 mm, oder Leitz Apo 9011,4 ö1I70
mm. Noch brauchbar bis 390 nm ist das CZI
Apo 100/1,32 Öl 160 mm.
\Teniger geeignet sind grundsätzlich alte Plan-
Apo-Objektive, da durch die höhere Linsenan-
zahl auch mehr UV-Licht in den Gläsern und
Kittflächen absorbiert wird. Von den neuesten
Entwicklungen im Objektivbau für den UV-Be-
reich soll hier absichtlich abeesehen werden.
Denn der Preisrahmen würdi sicherlich das
Budget sprengen.
Die einfachste Variante zur Adaption einer Ka-
mera isr. die Chipebene der Kamera in di.
Zwischenbiidebene des Mikroskops zu legen.
Die befürchteten Fehler wie chromatische Ver-
größerungsdi{ferenz (CVD) und BildfeldwöI-
bung können vernachlässigt werden, da mono-
chromatisches Licht verwendet wird und die
Chipfläche rechr klein gegenüber dem
Zwischenbilddurchmesser isr.
Die optische Adaption der Kamera über ein
Okular ist möglich, muss aber wieder unter
dem Aspekt der UV-Transmission sehr kritisch
betrachtet werden. Grundgedanke hierbei ist
immer, die Anzahl der Linsen im gesamten Sys-
tem auf ein Nlinimum zl redrzieren Auf kei-
nen Fall dürfen Zwischentuben wie beisoiels-
weise ein Optovar 16 Linsen in 4 Gruppen) im
Strah lengang eingeba ur sein.
Eine Möglichkeit bietet ein so genanntes Nega-
tivelement. Von Zeiss wurden früher Homale
für die Mikrofotografie gebaut, heute sind in
der Astronomie solche Elemente als Barlow-
Iinsen bekannt. Damit kann das Zwischenbild
sehr einfach auf die Chipebene projiziert wer-
den (der Strahlengang wird verlängert) und zu-
sätzlich wird noch eine wünschenswerte Nach-
vergrößerung erzielt. Da Barlowlinsen meisr
nur aus einem verkitteten Achromat bestehen,
ist die W-Transparenz sehr gut.
Mit einer Kombination aus einem Leitz Aoo
9011.4 Öl Objekriv und einer kleinen Barlow-
linse wurden die besten Bildereebnisse im UV-
Bereich bei 365 nm erzielt.

Einschlussmedium

$7ill man Objekte im UV-Bereich beobachten,
so ist selbstverständlich, dass das Obiekt in ei-

führung zusammengestellt. Ein Beispiel einer
solchen Kamera ist in Abbitdung 3 daigestellr.
Die Kameras erlauben über die miteelieferte
Software oder eine kompatible Fremdsofrwarc
sowohl Einzelaufnahmen als auch Bildserien
mit Timerfunktion oder Filme im AVI-Format.
Ein wichtiger Punkt ist die gute Livebild-
Funktion, inclusive diverser Einitelluneen wie
Zoom, Helligkeit, Kontrasr und teilweiie auch
Gammawahl. Nur so kann das Objekt gesucht
und eingestellt werden, da eine direkte Betrach-
tung durch das Okular ausscheidet.
Die meisten Kameras sind sowohl in Farb, als
auch monochromer Ausführune lieferbar. Für
die hier beschriebene Anwendune mir mono-
chromatischer Strahlung bei 365 nm ist nur eine
Kamera in monochromer Ausführung geeignet.
Die vorgeschaltete Farbmaske (Bayermaske) bei
Farbkameras reduzierr enorm die Empfindlich-
keit, bringt deutlich mehr Rauschat-rteil. i.r das
Bild und verschlechtert die Auflösune.
Die mechanische Anbindung erfolgimeisr über
einen CS- oder C-Mount-Anschluss. Für die
Verbindung mit einem Mikroskop sind also ein
mechanisches Übergangsteil und-eine oprischc
Anpassung erforderlich.

Optik

Begibt man sich in den Wellenbereich unter
400 nm, so treten neue Fragen zur Optik auf.
Ist die Korrektur der sphärischen und chroma-
tischen Fehler vom Obiektiv noch ausrei-
chend? Ist das Objektiv für die gewünschte
Strahlung noch transparent, oder absorbieren
die Gläser oder Kittflächen schon einen Groß-
teil der Strahlung? rWie projiziert man das
Zwischenbild am zweckmäßissten auf die
Chipebene ?

\Telches Objektiv im UV-Bereich noch einge-
setzt werden kann. isr nichr allgemein zu beanr-

Abb. 4: Trons-:::-
schiedlicher Einsc^ -::-

Abb.5: Refrokt'c-:.:-
Wellenlöngen n" '3 -:



Abb. 4: Tronsmission unrer_
:ch edlrcher Einschlussmedien.
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Beleuchtungsapparat

Dierächste Hürde stellen der.Kondensor und
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Das Resultat ist ein sehr großer Intensitätsver-
lurt der UV-Srrahlune. Auch ist zu bemerken.
dass nur mir einer rihi.f.n Beleuchrunesrech-
nik die höchste Auflösung zu erreichen ist, und
genau das ist das angesrrebte ZteL F.s ist also
eine vö1lig neue Anordnung der Strahlführung
zr.r verwirklichen.
Bei hoher Vergrößerung ist eine kleine Fläche
der Leuchtfeldblende ausreichend. Das bedeu-
tet, dass das aktive Leuchtfeld sehr klein wer,
den darf. Im Idealfall reicht dabei die Fläche ei-
ner LED. Nach dieser Überlegung isr der neue
Beleuchtungsapparat aufgebaut. Die Konstruk-
tion erlaubt eine in weiten Grenzen variable
schiefe Beleuchtung mittels dezentrierbarer UV-
LED. Zusätzlich bündelt eine darüber verstell-
bare Quarzlinse die Strahlung (Abb. 6).

frge&nisse

Durch die Entwicklungen der letzten Jahre in
der Halbleitertechnik sowohl in der LED- als
aucl-r in der CCD- und CMOS-Technik ist es
möglich geworden, die bisherigen Grenzen der
Auflösung in der Lichtmikroskopie mit gerin-
gem Aufwand deutlich zu erweirern. Das wird
an Hand der Abbildungen 7 bis 9 dokurnen-
tlert.
Abstände im Bereich unter 200 nm lassen sich
leicht erkennen und verfiressen, was mit her-
kömmlicher Lichtmikroskopie nicht möglich
ist. Voraussetzung ist natürlich die Optimie-
rung der gesamten Mikroskop-Einrichtung,
von der Lichtquelle bis zur Kamera.

Warnung

Es wird dringend davor gewarnt, mit dem Auge
auch nur versuchsweise in das Okular zu bli-

Abb. 6: UV-Beleuchtunos-
system, oufqesetzt ouf dän
uorhondenä Strohlenousiritt,
links mit obqenommener
Quorzlinse-'
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Abb. 7: Bocillorio paxillifer: o Beleuchtuno durch
eine weiße LED. b Beleuchtuno durch eine UVILED bei
365 nm. Obiektiv in beiden Fällen Apo 90 / 1,4öi..

cken. Die Intensität der Nichia IN-LED ist
nicht zu unterschätzen und kann inkurzer Zeit
Augensclräden verursachen. Zudem muss auch
eine ausreichende Abschirmung gegen Streu,
strahlung erfolgen.
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Abb. 9: A,rdissionio soec.: o Übersichtsoufnohme in

Normollicht. b UV-Aufnohme und Kontrostumkehr ei-
nes Teilbereichs der Diotomee. +
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Die zugänglicbe Laserstrahlung ist gefährlich
für das Auge und in besonderen Fällen auch für
die Haut (nach EN 60825-1, für Laserklasse
3B).
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