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Mikroskopie im Ultraviolett-Bereich

Peter Hobel

Bereits 1873 publizierte Ernst Abbe Informationen iiber die Auflésungsgrenze in der
Mikroskopie und zeigte, dass die Beleuchtungswellenléinge einen entscheidenden
Faktor fir die Grenzauflssung darstellt. 1904 versffentlicht August Kshler seine
Arbeiten Gber das Ultraviolett-Mikroskop, und zusammen mit Moritz von Rohr wird
bei Zeiss ein Ultraviolett-Mikroskop entwickelt, immer mit dem Ziel die Auflésung in
der Mikroskopie weiter zu steigern. Durch die Forschung von Ernst Ruska und Max
Knoll 1931 war dann der Grundstein zu einem neuen Zeitalter, némlich dem der Ras-
ter- (REM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) gelegt. Diese Entwicklung
verdréngte die UV-Mikroskopie, wenn es um die Auflésung feinster Details ging. Dass
es auch heute noch Sinn macht sich der UV-Mikroskopie zu widmen und was mit rela-
tiv einfachen Mitteln erreicht werden kann, soll im Folgenden gezeigt werden.

ei aller Uberlegenheit des REM und
TEM in Bezug auf Auflosung sind die
Grenzen, Nachteile und der hohe Auf-
wand zu bedenken. Die zu untersuchenden
Objekte miissen vakuumtauglich sein und
unterliegen beim REM fast immer einer Vorbe-
handlung mit einer diinnen leitenden Metall-
schicht. Auf die enormen Kosten fiir Anschaf-
fung, Betrieb und Wartung soll nicht weiter
eingegangen werden.

Dagegen koénnen die benétigten UV-Kompo-
nenten fast bei jedem Mikroskop nachgeriistet
werden und erlauben nahezu alle Manipulatio-
nen der tiblichen Lichtmikroskopie. Gerade bei
der Bestimmung von Diatomeen wird héufig
eine Auflésung und Erkennbarkeit jenseits der
tiblichen Grenzauflosung im sichtbaren Licht
gefordert. Wurde das Objekt auch schon als
Dauerprdparat fixiert, besteht mit der UV-
Mikroskopie die einzige Chance in den Grenz-
bereich der Auflésung zu gelangen (Abb. 1).

UV-Beleuchtungsquelle

Bis vor wenigen Jahren war als UV-Quelle nur
ein Hochdruck-Quecksilberbrenner als leis-
tungsfahiger Strahler fiir Wellenldngen <400 nm
denkbar. Trotz der enormen Leistungsauf-
nahme eines Hg-Brenners von S0 bis 150 Watt
und mehr ist die selektierte und schmalbandige
UV-Strahlung bei 365 nm relativ gering. Weiter
ist die Lebensdauer solcher Lampen sehr be-
grenzt, ein beliebiges Ein- und Ausschalten ver-

Mikrokosmos 103, Heft 5, 2014
http://journals.elsevier.de/mikrokosmos

b RGN
Abb. 1: Amphipleura pellucida, aufgenommen im UV-
Licht bei 365 nm mit Leitz Apochromat 90 / 1,4 O,

Kondensor mit n. A. 1,4 immergiert, Kamera Imaging
Source DMK72.

boten und das erzeugte Ozon nicht unbedingt
angenehm.

Nun hat sich durch neue Entwicklungen in der
LED-Technologie das Bild gewandelt. Seit eini-
ger Zeit sind UV-LEDs in unterschiedlichen
Leistungsklassen und Wellenlidngen bis weit un-
ter 400 nm erhiltlich. So kann man beispiels-
weise von Nichia seit ca. 2007 einen leistungs-
starken, idealen UV-Strahler beziehen (Abb. 2).
Mit einer optischen Leistung von 200-300 mW
(je nach Selektion) bei 365 nm klingt die Leis-
tungsangabe eher gering, hilt jedoch dem prak-
tischen Vergleich mit einem Hg-Brenner bei
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Abb. 2: Nichia UV-LED Type NCSU 033 E.

schmalbandig selektierter Wellenlinge durch-
aus stand. Weiter 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 Watt und der
kleinen Bauform.

Nach verschiedenen Experimenten mit UV-
LEDs — unter anderen von den Firmen Roith-
ner und Nichia — wurde auf der Basis einer Ni-
chia NCSU033 LED ein Beleuchtungskonzept
entwickelt, das fiir die Untersuchung von Fein-
strukturen an Diatomeenschalen alle Forderun-
gen erfillt.

Zwei Punkte sind beim Betrieb mit solchen UV-
Power-LEDs besonders zu beachten:

® Es muss fur ausreichende Kihlung gesorgt
werden, damit die maximale Betriebstempe-
ratur nicht tberschritten wird.

e Es ist unbedingt dafur zu sorgen, dass keine
ungewollte Strahlung das Auge des Beobach-
ters treffen kann. Direktbeobachtung verbie-
tet sich von selbst, denn die Strahlung ist un-
sichtbar und die Strahlungsleistung der
UV-LED entspricht der Klasse 3B fur Laser!

Empfangertechnik und Bildbetrachtung

Unterhalb von 400 nm ist das menschliche
Auge fur eine direkte Beobachtung nicht mehr
tauglich und zudem ist der Wellenlingen-
bereich unter 400 nm fur alle Bereiche des
Auges sehr schddlich. Also muss ein Bildwand-
ler — beispielsweise ein Kamera-Monitorsystem
- zur Anwendung kommen. Die gingigste Vari-
ante hierfiir 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 Kamera-Modelle zur Verfiigung,
welche eine gute Anbindung tiber eine USB 2.0,
teilweise auch USB 3.0 oder FireWire Schnitt-
stelle zum PC zulassen. In Tabelle 1 ist eine
kleine Auswahl von Modellen in USB 2.0 Aus-

Tabelle 1: Einige Beispiele und Daten fir monochrome Kameras.

Bezeichnung | Auflesung CCD-Chip Pixelgrofie Sensorformat
SKYnyx 2-0 M 640 x 480 Sony ICX 424 7,4 x7,4pm 13"

SKYnyx 2-1 M 1280 x 960 Sony ICX 205 4,65 x 4,65 pm 1/2

SKYnyx 2-2 M 1600 x 1200 Sony ICX 274 4,4 x4,4pm 141,88
Infinity 2-2 1616 x 1216 Sony 4,4 x4,4pm 1/1,8"

(Fa. Lumenera, vertreten durch Fa. Framos, Minchen:

Kameras in USB 2.0 Ausfishrung)

Bezeichnung | Auflésung Chip CCD/CMOS PixelgroBe Sensorformat
DMK 21 640 x 480 Sony ICX 098 56 x5,6pm 1 /4%
DMK 31 1024 x 768 Sony ICX 204 4,65 x 4,65 pm 1./:32
DMK 41 1280 x 960 Sony ICX 205 4,65 x 4,65 pm 2
DMK 51 1600 x 1200 Sony ICX 274AL 4,40 x 4,40 pm 1/1,8"
DMK 72 2592 x 1944 CMOS 2,20 x 2,20 pm 1/.25°

in 7 Stufen bis MT9P031

640 x 480

(Fa. ImagingSource, Bremen: Kameras wahlweise in USB oder FireWire Ausfihrung)
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Abb. 3: Beispiel einer monochromen CCD C-Mount-
Kamera von Imaging Source mit USB-Anschluss.

fiihrung zusammengestellt. Ein Beispiel einer
solchen Kamera ist in Abbildung 3 dargestellt.
Die Kameras erlauben iiber die mitgelieferte
Software oder eine kompatible Fremdsoftware
sowohl Einzelaufnahmen als auch Bildserien
mit Timerfunktion oder Filme im AVI-Format.
Ein wichtiger Punkt ist die gute Livebild-
Funktion, inclusive diverser Einstellungen wie
Zoom, Helligkeit, Kontrast und teilweise 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 Ausfithrung lieferbar. Fiir
die hier beschriebene Anwendung mit mono-
chromatischer Strahlung bei 365 nm ist nur eine
Kamera in monochromer Ausfithrung geeignet.
Die vorgeschaltete Farbmaske (Bayermaske) bei
Farbkameras reduziert enorm die Empfindlich-
keit, bringt deutlich mehr Rauschanteile in das
Bild und verschlechtert die Auflosung.

Die mechanische Anbindung erfolgt meist iiber
einen CS- oder C-Mount-Anschluss. Fiir die
Verbindung mit einem Mikroskop sind also ein
mechanisches Ubergangsteil und eine optische
Anpassung erforderlich.

Optik

Begibt man sich in den Wellenbereich unter
400 nm, so treten neue Fragen zur Optik auf.
Ist die Korrektur der sphirischen und chroma-
tischen Fehler vom Objektiv noch ausrei-
chend? Ist das Objektiv fiir die gewiinschte
Strahlung noch transparent, oder absorbieren
die Glaser oder Kittflichen schon einen Grof3-
teil der Strahlung? Wie projiziert man das
Zwischenbild am zweckmifigsten auf die
Chipebene?

Welches Objektiv im UV-Bereich noch einge-
setzt werden kann, ist nicht allgemein zu beant-

worten, es sei denn, das Objektiv ist extra da-
fiir vorgesehen und gekennzeichnet. Einige
Versuche mit dlteren Apo-Objektiven fiir End-
lichsysteme waren recht erfolgreich. Beispiele:
Leitz PL Fluotar 16/0,45 160 mm, CZ] Apo
40/0,95 160 mm, oder Leitz Apo 90/1,4 Ol 170
mm. Noch brauchbar bis 390 nm ist das CZ]
Apo 100/1,32 O1 160 mm.

Weniger geeignet sind grundsitzlich alte Plan-
Apo-Objektive, da durch die héhere Linsenan-
zahl auch mehr UV-Licht in den Glisern und
Kittflichen absorbiert wird. Von den neuesten
Entwicklungen im Objektivbau fiir den UV-Be-
reich soll hier absichtlich abgesehen werden.
Denn der Preisrahmen wiirde sicherlich das
Budget sprengen.

Die einfachste Variante zur Adaption einer Ka-
mera ist, die Chipebene der Kamera in die
Zwischenbildebene des Mikroskops zu legen.
Die befiirchteten Fehler wie chromatische Ver-
grofserungsdifferenz (CVD) und Bildfeldwol-
bung konnen vernachlissigt werden, da mono-
chromatisches Licht verwendet wird und die
Chipfliche recht klein gegenitber dem
Zwischenbilddurchmesser ist.

Die optische Adaption der Kamera iiber ein
Okular ist moglich, 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 Minimum zu reduzieren. Auf kei-
nen Fall diirfen Zwischentuben wie beispiels-
weise ein Optovar (6 Linsen in 4 Gruppen) im
Strahlengang eingebaut sein.

Eine Méglichkeit bietet ein so genanntes Nega-
tivelement. Von Zeiss wurden frither Homale
fir die Mikrofotografie gebaut, heute sind in
der Astronomie solche Elemente als Barlow-
linsen bekannt. Damit kann das Zwischenbild
sehr einfach auf die Chipebene projiziert wer-
den (der Strahlengang wird verlingert) und zu-
sdtzlich wird noch eine wiinschenswerte Nach-
vergrofserung erzielt, Da Barlowlinsen meist
nur aus einem verkitteten Achromat bestehen,
ist die UV-Transparenz sehr gut.

Mit einer Kombination aus einem Leitz Apo
90/1,4 Ol Objektiv und einer kleinen Barlow-
linse wurden die besten Bildergebnisse im UV-
Bereich bei 365 nm erzielt.

Einschlussmedium

Will man Objekte im UV-Bereich beobachten,
so ist selbstverstandlich, dass das Objekt in ei-
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nem UV-transparenten Medium eingebettet ist,
Aber welche Medien sind geeignet? Viele alte
oder kaum zu erhaltende Medien wie Aroclor,
Caedax, DePeX oder Styrax sind bei 365 nm
noch ausreichend durchlissig. Gliicklicher-
weise findet man auch heute noch zwei brauch-
bare Einschlussmittel, nimlich Naphrax und
Zrax. Beide Medien sind ideal zur Einbettung
von Diatomeen geeignet und liefern einen ho.
hen Brechungsindex von 1,65-1,70 und ausrej-
chende Transparenz. Leider zeigen diese Harze
eine leichte Eigenfluoreszenz und verringern

Refraktionsverlauf von Zrax

Brechuer t
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Abb. 5: Refraktionsverlauf von Zrax, gemessen bei 4
Wellenléngen mit einem Jelley-Refraktometer.

damit etwas den Bildkontrast. Absolut ungeeig-
net sind alle im Durchlicht gelblich scheinen-
den Medien, so zum Beispiel auch Pleurax und
das alte (giftige) »gelbe Medium* (Abb. 4).

Die besten Erfahrungen hinsichtlich Brechungs-
index und Transparenz konnten mijt Zrax von
Bill Dailey aus den USA gemacht werden. Nach
letzten Informationen ist dieses Medium auch
wieder lieferbar,

Eine recht positive Eigenschaft von Zrax ist der
erhéhte Brechwert im kurzwelligen Bereich,
Denn je groRer die Differens zwischen Medium
und Diatomeenschale ist, um so héher ist der
Bildkontrast (Abb. S).

Beleuchtungsapparat

Die nichste Hiirde stellen der Kondensor und
der Beleuchtungsstrahlengang dar. Auch hier ist
zundchst wieder dje Uberprijfung auf Transpa-
renz im UV-Bereich der wichtigste Punkt. Zyu-
sdtzlich ist aber auch der Wunsch nach einer
moglichst hohen Apertur — im Idealfall NA 1,4
= zu beriicksichtigen.

Wird jetzt einfach die Halogenlampe oder
weifSe LED durch die UV-LED ausgetauscht, so
ist zu bedenken, dass im weiteren Verlauf von
der Strahlenquelle bis zum Kondensor noch
Linsen und teilweise auch Filter und Streuschei-
ben angeordnet sind.
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Das Resultat ist ein sehr grofser Intensititsver-
lust der UV-Strahlung. Auch ist zu bemerken,
dass nur mit einer schiefen Beleuchtungstech-
nik die hochste Auflésung zu erreichen ist, und
genau das ist das angestrebte Ziel. Es ist also
eine vollig neue Anordnung der Strahlfiithrung
zu verwirklichen.

Bei hoher Vergrofierung ist eine kleine Fliche
der Leuchtfeldblende ausreichend. Das bedeu-
tet, dass das aktive Leuchtfeld sehr klein wer-
den darf. Im Idealfall reicht dabei die Fliche ei-
ner LED. Nach dieser Uberlegung ist der neue
Beleuchtungsapparat aufgebaut. Die Konstruk-
tion erlaubt eine in weiten Grenzen variable
schiefe Beleuchtung mittels dezentrierbarer UV-
LED. Zusitzlich buindelt eine dariiber verstell-
bare Quarzlinse die Strahlung (Abb. 6).

Ergebnisse

Durch die Entwicklungen der letzten Jahre in
der Halbleitertechnik sowohl in der LED- als
auch in der CCD- und CMOS-Technik ist es
moglich geworden, die bisherigen Grenzen der
Auflésung in der Lichtmikroskopie mit gerin-
gem Aufwand deutlich zu erweitern. Das wird
an Hand der Abbildungen 7 bis 9 dokumen-
tiert.

Abstdnde im Bereich unter 200 nm lassen sich
leicht erkennen und vermessen, was mit her-
kémmlicher Lichtmikroskopie nicht moglich
ist. Voraussetzung ist natiirlich 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-Beleuchtungs-
system, aufgesetzt auf c[qen
vorhandenen Strahlenaustritt,
links mit abgenommener
Quarzlinse.

7: Bacillaria Faxi/lifer: a Beleuchtung durch

eine weifle LED. b Beleuchtung durch eine UV-LED bei
365 nm. Objektiv in beiden Fallen Apo 90 / 1,4 Ol.

cken. Die Intensitit der Nichia UV-LED ist
nicht zu unterschitzen und kann in kurzer Zeit
Augenschiden verursachen. Zudem muss auch
eine ausreichende Abschirmung gegen Streu-
strahlung erfolgen.

Die zugdnglicl-:

fiir das Auge unz

die Haut (nach
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Die zugingliche Laserstrahlung ist gefdhrlich
fiir das Auge und in besonderen Fillen auch fiir
die Haut (nach EN 60825-1 fiir Laserklasse
3B).
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