Fluoreszenzmikroskop ML-2

Das Fluoreszenzmikroskop ML-2 entspricht im Aufbau dem Mikroskop MBI-11 und
unterscheidet sich lediglich durch die Art der Beleuchtung.

Wahrend das MBI-11 mit einer Halogenbeleuchtung versehen ist, wurde das ML-2
mit einer Quecksilber-Hochdruck-Leuchte ausgestattet.

Dadurch werden Beobachtungen im ultravioletten Licht ermdglicht
(Fluoreszenzbeleuchtung).




Das optische System zum Betrachten von Objekten im Durchlicht

Die Leuchte besteht aus der Lichtquelle 1, der Sammellinse 2 und der
Leuchtfeldblende 6. Das Licht wird GUber den Kollektorspiegel 3 durch den Kondensor
4 und das Objekt in das Objektiv 5 projiziert.

In dem Kondensor 4 wird die Phasenkontrast Einheit KF-4 verwendet. Um im
normalen Durchlicht arbeiten zu konnen, sollte der Kondensator auf den Wert "0" in
eingestellt werden.

Das optische System des Mikroskops ist fur eine Tubuslange von 190 mm berechnet.
Bei Verwendung von Objektiven fir Tubuslange 160 mm, muss zur
Aufrechterhaltung der Korrektur die zusatzliche Linse 8 eingeschoben werden,
welche die allgemeine VergroRerung um das 1,2 -fache erhoht.

Das optische System zum Betrachten von Objekten im Lichte der Lumineszenz, im
Auflicht bei Dunkelfeld und Mischlicht

Bei Betrachtung von Objekten im Auflicht der kdnnen in den Strahlengang der
Spiegel 9 und der Strahlteiler 10, welche mit einer speziellen Beschichtung versehen
sind eingeschoben werden. Diese Platten reflektieren vorzugsweise die Strahlen mit
einer Wellenlange von 360-440 nm und sind fur Strahlen von Wellenlangen 440 bis
700 nm durchlassig.

Die Lichtquelle 1 wird Uber Kollektor 2, Spiegel 9 und Linse 11 in der Ebene der
Blende 12 abgebildet, und Uber das Prisma 13, die Linse 14, die Feldblende17, die
Linsen 15, 16 und den Strahlteiler 10 in die Austrittspupille des Objektivs 5
weitergeleitet. Das Fluoreszenzlicht des Objektes wird durch die Linse 5 und den
Strahlteiler 10 in den binokularen Ansatz 7 weitergeleitet.

Fur Dunkelfeldbeleuchtung in Auflicht wird statt Strahlteiler 10 ein ringférmiger
Spiegel 18 in die Offnung 19 geschoben.

Das optische System ermdglicht die Beobachtung von Objekten mit Mischlicht, d.h.
die Kombination von Auflicht - Lumineszenz, bei gleichzeitiger Beleuchtung von
unten mit einem Dunkelfeld oder Phasenkontrast. Die Umschaltung des Lichtstrahls
von der Lichtquelle erfolgt Uber den Strahlteiler 20 mit einer speziellen Beschichtung
fur Interferenz, und Uber eine den Strahlteiler 10. Fir die Beobachtung wird der
Binokulartubus AU-26 (7) benutzt.

Als Lichtquelle wird eine Quecksilberlampe verwendet, so dass eine intensive
Emission im blau-violetten Spektralbereich und im nahen UV-Bereich des Spektrums
der Wellenlange von 340 nm erzeugt wird.

Um von der Gesamtstrahlung des Spektrums der Lichtquelle einen bestimmten
Bereiche zu nutzen gibt es eine Reihe von Filtern 21.

Bei Lumineszenz-Anregung mit UV-Strahlung (mit einer maximalen Ubertragungsrate
bei A = 365 nm) und dem angewandten Filter UFS6 mit einer Glasdicke von 3 mm
und 5 mm, ergeben sich die Kurven der Durchlassigkeit dieser Filter in Abb. 2.

Fur die blau-violetten Strahlen (Maximum Transmission bei A = 400 nm) wird der
Filter PS1 mit einer Glas Dicke von 2 mm und 4 mm und einer Dicke von 2 mm und
2,5 mm SS15 verwendet. Transmissionskurven dieser Filter sind in Abb. 3.

Der Glasfilter UFS6 wird hauptsachlich fur die Untersuchung der Lumineszenz der
primaren Wirkstoffe empfohlen, besonders wenn es wichtig ist, eine gréliere Vielfalt
von Farben zu erhalten. Wenn die Lumineszenz durch ultraviolettes Licht mit einem
Filter UFS6 erzeugt wird, ergibt das Bild alles sichtbare Licht, wahrend die Erregung
durch blau-violettes Licht (A = 400-440 nm) nur grunlich, gelbe und rote Farben in
das Bild bringt.

FUr die Mehrheit der Forschung in der Studie der sekundaren Lumineszenz-
Fluoreszenz der Objekte werden Anregungsfilter flr den blau-violetten Bereich des
Spektrums verwendet.



Alle Filter, die zur Erregung der Eigenlumineszenz des Objektes dienen,
Uberspringen den roten und infraroten Lichtbereich. Daher ist es empfehlenswert,
Filter SZS14 und SZS7, (Transmissionskurven in Abb. 4) oder eine mit einer mit 4%
iger Kupfersulfatlosung gefullten Kuvette zu verwenden.

Langfristige Exposition gegenuber UV-Licht fuhrt zu Ausbleichen Objekten (vor allem,
wenn das Objekt fluoresziert). Um Produkte vor dem Ausbleichen zu schutzen, wird
empfohlen ein BS8 Filterglas, welches flr sichtbares und den ultravioletten Teil des
Spektrums transparent ist zu verwenden.

Darlber hinaus enthalt dar Mikroskop- Satz einen Graufilter Glas NA 10 ms13 und
ein Milchglas.

Um die Farbfilter 21 (Fig. 1) durch Erhitzung durch die Quecksilberlampe zu schitzen
wird eine mit einer mit 4% iger Kupfersulfatidsung geflllte Kivette 22 hinter der
Kollektorlinse eingesetzt.

Die vom Objekt ausgehenden Strahlen enthalten noch das Anregungslicht welches
entfernt werden muss. In der Revolverscheibe 23, sind folgende Filter enthalten:
zwei Filter ZHSZ Glas Dicke von 2 mm oder 3,5 mm, welche fur den Einsatz mit
UFS6 Glasfiltern empfohlen werden, und die beiden gebundenen Glasfilter ZHS18
Dicke von 2 mm und einer Dicke von 1 ZHZS19 und 0,5 mm, die bei der Anwendung
der Anregungsfilter aus Glas PS1 und SS15 verwendet werden.
Transmissionskurven Filter aus Glas ZHSZ in. 5 gezeigt, die Transmissionskurven
Filter aus Glas und ZHS18 ZHZS19 - Abb. 6.
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Eine allgemeine Ansicht des Mikroskops ist in Abbildung 7 dargestellt. Die Hauptteile
des Mikroskops sind: die Basis 24 mit einem leichteren Tubushalter 25,
Objektivrevolver und Mechanismus der Hohenverstellung des Probentisches 26, die
Halterung 27 mit einem Kondensator, einer Stromversorgung Typ PRL-5 (28).

Basis mit Beleuchtungseinrichtung

Die Quecksilberlampe 29 (Fig. 8) ist auf den Kontakten der Halterung angebracht,
wie in der Figur gezeigt. Zur Zentrierung der Lampe dienen die Schrauben 30 (Abb.
7). Der Hebel des Kollektors 31 bewegt die Linse entlang der optischen Achse. Die
Leuchtfeldblende wird mit Griff 32 geoffnet.

Die Kuvette 22 (Fig. 1) mit destilliertem Wasser oder mit einer Loésung von
Kupfersulfat ist auf einem Stativ 33 (Fig. 8) angebracht. Nach der Installation der
Klvette muss die Schutzhulse 34 Uber den Rand des Kollektors bis zum Anschlag
gezogen werden.

Der rechte Knopf 35 (Fig. 7) und der linke Knopf 36 (Fig. 8) dienen zur Einstellung
der Beleuchtung.

Wenn alle Knopfe eingeschoben sind, wird die Beobachtung im Durchlicht
durchgefuihrt. Wenn der linke Knopf herausgezogen wird, spaltet sich das Licht tber
den halbdurchlassigen Spiegel 20 (Abb. 1) und die Beobachtung wird mit gemischten
Lichtverhaltnissen durchgefiihrt. Wird der rechte Knopf herausgezogen, wird der
Spiegel 20 zurickgezogen und der Spiegel 9 in den Strahlengang gebracht. Die
Arbeit wird nun im Auflicht in Dunkelfeld oder durch Anregung von Lumineszenz Licht
des Praparates durchgefuhrt.

An der Front des Mikroskops befinden sich die Schrauben 37 (Fig. 7), mit deren Hilfe
das Bild der Feldblende 6 (Fig. 1) ausgerichtet wird. Mit der Klemme 38 (Fig. 7) wird
das Mikroskop geerdet.



1. Einstellung fur Mikroskopbetrachtungen von Objekten mit Beleuchtung
von unten durch den Kondensator

Setzen Sie den Phasen Kondensator CF-4 oder den Kondensator mit einer NA von
1.2.in den Trager ein

Stellen Sie an dem Kondensator CF-4, die Blendenscheibe auf den Index "0".

Bei Verwendung des Objektivs 10x0, 40 oder kleiner, wird die Verwendung der
Kondensator Frontlinse empfohlen.

Setzen Sie den Tubus IFS-10 oder Binokularaufsatz auf und stecken die Okulare ein.
Bei Verwendung eines Binokularaufsatzes sollten Okulare 4x oder 5x verwendet
werden, die EigenvergroRerung des Binokulars sollte 1.6x oder 2.5x sein.

Drehen Sie den Objektivrevolver bis das gewlinschte Obijektiv einrastet. Driicken Sie
den Strahlteiler 10 (Abb. 1) aus dem Strahlengang, indem Sie die den Knopf 48
(Abb. 7) auf "TP" setzen. (hereinschieben)

Stellen Sie den Strahlteiler 20 (Abb. 1) und den Spiegel 9 des Strahlenganges durch
Verschieben der Knopfe 35 (Abb. 7) und 36 (Abb. 8) in der Basis ein.

Setzen Sie vor der Zundung der Hochdruck-Quecksilber-Lampe die Zelle mit
destilliertem Wasser oder einer Losung von Kupfersulfat ein.

Vor dem Einschalten des Mikroskops an das Netz, erden Sie es mit der Klemme 38
(Abb. 7) mit dem Zeichen «1», an der Basis.

Entfernen Sie die Beleuchtungseinheit, wenn sich die Lampe nicht schlie3en lasst
oder sich der Sicherheitsverschluss nicht schlieen lasst. Der Sicherheitsverschluss
wird durch den Handgriff 69 (Fig. 8) geschlossen.

Zunden Sie die Quecksilber-Lampe mit dem ELECTROPULT PRL-5 (28).

Drehen Sie den Knopf 68 (Abb. 11), um den Kondensator bis zum Anschlag
anzuheben und legen Sie an der ein Blatt Papier auf die Aperturblende

Verschieben Sie den Hebel fir den Kollektor 31 (Fig. 7), um ein scharfes Bild der
Lichtquelle auf dem Papier zu erreichen.

Richten Sie die Lampe mit den Schrauben 30 so aus, dass das Bild des hellsten
Teiles der Leuchtkdrpermitte in der Mitte der Aperturblende liegt.

Um als Durchlicht-Mikroskop zu arbeiten, gibt es eine Reihe von Filtern aus Glas
0OS11, KS2, NC3, NS10 und MD 2; welche fur Beleuchtung von unten durch den
Kondensator empfohlen werden.

Wabhlen Sie das Obijektiv 10 x0, 40 aus.

Legen Sie das Objekt auf den Tisch und stellen das Mikroskop scharf darauf ein.
Stellen Sie die Beleuchtungsapertur durch Drehen des Griffs 32 an der
Aperturblende des Kondensators ein.

Drehen Sie den Knopf 68 (Abb. 11), um die Hohe des Kondensators so einzustellen,
dass die Aperturblende gleich scharf wie das Objekt zu sehen ist.

Durch Drehen des Knopfes 32 (Fig. 7), 6ffnen Sie die Feldblende so, dass ihr Bild
etwas kleiner ist als das Sichtfeld des Okulars.

Drehen Sie die Schrauben 37, um durch Bewegung des Spiegels 3 (Abb. 1) das Bild
der Aperturblende in die Mitte des Okulars zu bringen. Danach kénnen Sie die
Aperturblende auf die Grolie des Sichtfeldes (und noch mehr) 6ffnen.

Vor der Beobachtung der Objekte, kann mit dem Kollektor Hebel 31 (Abb. 7) das
beste Licht in der Objektebene eingestellt werden.

Wahrend der Pausen bei der Arbeit ist zum Schutz vor schadlicher Strahlung mit
dem Griff 69 (Abb. 8) der Lichtauslass zu schlielen.



Das Sichtfeld des Mikroskops (auch mit dem Objektiv 10x0, 40) ist sehr klein
verglichen mit der GrofRe des Objekts, um eine bestimmte Stelle des Objektes zu
finden. Deshalb, um den ausgewahlten Bereich nicht aus den Augen verlieren,
beachten Sie die folgenden Verfahren in der Arbeit:

Zuerst wird mit der Linse 10X0, 40, Okular 5x und 1.1x VergrélRerung des AU-26
Binokulartubus das Objekt in der Mitte des Sichtfeldes des Mikroskops scharf
eingestellt, eine interessante Stelle aufgesucht und dann erst mit dem ein grof3eres
Objektiv gewahlt.

Nach jeder Veranderung muss die Beleuchtung, Scharfe des Bildes und Einstellung
von Aperturblende angepasst werden,.

Bei der Verwendung von Ol Immersionslinsen 90x1, 25 und 70x1, 23 muss der
Kondensator bis zu dem Anschlag hochgedreht werden. Das Bild der
Leuchtfeldblende kann in diesem Fall unscharf werden.

Hinweis. Das Objektiv 10 X0, 40 wird hauptsachlich als Sucher verwendet.

Vor Beginn der Arbeiten mit dem Objektiv 90 X1, 25 muss an der Vorderseite des
Objektives und des Obijektes je ein Tropfen nichtlumineszierendes Immersionsol
angebracht werden, und bei der Verwendung der Linse 70X1, 23 - dasselbe aber mit
destilliertem Wasser. Nach der Arbeit mit der Ol Immersionsobjektivlinse ist die
Frontlinse und das Praparat vorne mit Watte, welche in Alkohol oder Xylol getrankt ist
zu reinigen und hinterher mit einem sauberen Tuch abzuputzen.

Die Scharfeinstellung des Mikroskops auf das Objekt sollte sehr sorgfaltig
durchgefiihrt werden, vor allem bei der Arbeit mit Olimmersionslinse. Zu Beginn des
fokussierens, empfiehlt es sich, die Kondensor-Aperturblende zu schliel3en, da dies
die Scharfentiefe des Mikroskops erhoht.

Verschieben des Hebels nach rechts 6ffnet Aperturblende. Offnen Sie die Blende so,
dass die Kanten der Blende gerade hinter dem Sichtfeld verschwinden. Das Bild der
Offnung kann an der Objektivhinterlinse gesehen werden, wenn in den Strahlengang
am AU-26-Binokulartubus die Linse mit einem gravierten "FC" eingeschaltet wird.
Bei Verwendung der 90X1, 25 oder 70X1, 23 Objektive muss auf die Frontlinse des
Kondensators, einen Tropfen nichtlumineszierendes Immersionsél oder Wasser
gegeben werden. Die Apertur des Kondensators ist in diesem Fall 1,2.

Wenn die Beleuchtungsstarke in dem Blickfeld ausreicht, ist es empfehlenswert, die
Aperturblende auf 2/3 der Austrittspupille der Linse zu schlie®en. Hier gibt es keine
Notwendigkeit, die Kondensator Frontlinse zu immergieren.

2. Einstellung fiir Mikroskopbetrachtungen mit Lumineszenzlicht, in Auflicht
Die Beleuchtung von oben durch die Linse, hat einen deutlichen Vorteil gegenuber
der Beleuchtung von unten durch den Kondensator, in folgenden Fallen:

2a. Bei der Arbeit mit einem starken Objektiv mit groRer Blende (A = 0,65-1,3), da
dies die Helligkeit des Bildes erhoht;

2b. In Studien von dicken transparenten und opaken Objekten.

Die Einstellung des Mikroskops muss in der folgenden Reihenfolge durchgeflihrt
werden:

Setzen Sie den Binokulartubus AC-26 ein und verwenden die Okulare 4x und 5x.
Drehen Sie den Objektivrevolver auf di erforderliche VergroRerung.

Installieren Sie die notwendigen Filter (wie in Abschnitt Il beschrieben), abhangig
von den Objekten des Studiums und der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.



Wabhlen Sie die Filter (wie in Abschnitt Il beschrieben), wahlen Sie den Filter mit dem
Rad 23 (Abb. 1), so dass die Filterzahl, dem Betrachter zugewandt ist.

"1" ist der Filter ZHS18, 2 mm dickes Glas. ZHZS19 Dicke von 1 mm geklebt
werden.

"2" entspricht dem Filter aus Glas ZHS18 Dicke von 2 mm und einer Glasdicke von
0,5 mm ZHZS19 geklebt werden.

"3" entspricht dem Filter aus Glas ZHSZ Dicke von 2 mm.

"4" entspricht dem Filter aus Glas ZHSZ Dicke von 3,5 mm.

Schieben Sie den Strahlteiler 10 in den Strahlengang, indem Sie die den Hebel 48
(Fig. 7) auf "L" ziehen.

Ziehen Sie den Hebel 35 bis zum Anschlag, um den Spiegel 9 (Abb. 1) in den
Strahlengang zu bringen.

Zinden Sie die Quecksilber-Lampe 29 (Abb. 8), in Ubereinstimmung mit den
Anweisungen in der Beschreibung des Steuergerates PRL-5.

Drehen Sie den Revolver 40 (Abb. 7) in eine freie Offnung des Revolvers, welche
nicht durch ein Obijektiv belegt ist.

Legen Sie ein Stuck Papier auf den Tisch, so fass auf dem Papier ein Bild der
Lichtquelle zu sehen ist.

Verschieben Sie den Kollektor Drehgriff 31, um ein scharfes Bild der Lichtquelle auf
das Papier zu erreichen.

Richten Sie die Lampe so mit den Schrauben 30 aus, dass im Bild der hellste Teil
des Leuchtkorpers der Lampe in der Mitte des Revolverlochs ist.

Drehen Sie mit dem den Revolver 40 die kleinste Linse in den Strahlengang.

Legen Sie den Gegenstand der Studie auf den Tisch und stellen das Mikroskop
scharf ein.

Offnen Sie die Feldblende 6 (Abb. 1) mit dem Griff 32 bis sie véllig offen ist und
drehen Sie den Knopf 46 (Abb. 7) der Feldblende 17 (Abb. 1) auf die minimale
Grole.

Drehen Sie den Knopf 45 (Abb. 8) fur die Feldblende 12 (Abb. 1) auf das kleinste
Malf und richten sie das Abbild in die Mitte der Aperturblende 17 durch die
Schrauben 47 (Abb. 7)aus, so dass ihr Bild in der Mitte des Sichtfeldes ist.

Mit Knopf 46 (Abb. 7) der Feldblende 17 (Abb. 1), wird das Bild der Blende so
eingestellt werden, dass die Rander der Blende gerade hinter dem Sehfeld
verschwinden.

Bei der Arbeit mit Epiobjektiven 21x0 ,40-L und 40x0,65-L sollte die Blende
vollstandig gedffnet werden und bei Objektiv 95x1 ,25-L wie im vorherigen Abschnitt
erwahnt verfahren werden, Bei der Arbeit mit Objektiven welche fur Tubus 160 mm
berechnet sind, ist die Linse 8 (Abb. 1) mit dem Hebel 49 (Abb. 7) einzuschieben. Die
Hinterlinse des Objektivs kann mit dem Tubus AU-26 beobachtet werden, wenn das
Stellrad 23 (Abb. 7) auf "FC" gestellt wird. Nach der Einstellung der Beleuchtung,
wird die erforderliche VergroRerung des Tubus eingestellt.

Stellen Sie die beste Beleuchtung des Objektes her, indem Sie den Kollektor mit dem
Griff 31 einstellen.

Um das Objekt vor Licht zu schitzen, ist wahrend der Arbeitspausen ein
Sicherheitsschieber mit dem Griff 69 (Abb. 8) in den Strahlengang zu bringen.

Beim Ubergang von einem Objektiv mit einer geringeren VergréRerung zu einem
Objektiv mit einer hoheren Vergroferung ist die angegebene Reihenfolge im
vorherigen Abschnitt einzuhalten.



2. Einstellung, um mit Phasenkontrast und Dunkelfeld zu arbeiten.

Bei Arbeiten an einem Mikroskop mit Phasenkontrast-Gerat wird empfohlen, einen
Tubus IFT-10 zu verwenden. Die Einstellung des Mikroskops sollte in diesem Fall mit
Hilfe des Einstell-Mikroskops MIR-4 vorgenommen werden, wie in der
Phasenkontrast Geratebeschreibung CF-4 aufgefuhrt.

Es mussen Objektive fur Phasenkontrast verwendet werden.

Fur die Beleuchtung von Objekten mit Dunkelfeld wird der Kondensator OI-13
verwendet.

Fir die Einstellung des Mikroskops fur Durchlicht im Dunkelfeld zu arbeiten, gilt die
Beschreibung des Kondensators OI-13.

Um im Durchlicht zu arbeiten werden die Filter Glas SS15, OS11, KS2, NC3, MD 2
und NS10 fur die Beobachtung eines Objekts in Lumineszenz und Phasenkontrast
verwendet. Sie werden in den Kondensator-Filter gesetzt, die Farbe ist In diesem Fall
anders als die der Farbfilter flr Erregung der Lumineszenz.

3. Einstellung des Betriebssystems im Auflicht Dunkelfeld

Um in das reflektierte Licht im Dunkelfeld zu justieren, muss man wie in Abschnitt 2
beschrieben arbeiten. Der einzige Unterschied ist, dass man durch Drehung der
Scheibe 23 (Abb. 1) den Filter ausschaltet und den Strahlteiler 10 (Abb. 1) mit dem
Griff 48 (Abb. 7) auf die Markierung "TP" einschiebt. Der Strahlteiler weist einen
ringformigen Spiegel 18 (Abb. 1) auf. Feld- und Aperturblende missen vollstandig
geodffnet sein.

4. Einstellung des Betriebssystems mit gemischter Beleuchtung

Um mit Mischlicht, zu arbeiten, ist es notwendig, den Strahlteiler 20 (Abb.1) so
einzustellen, dass der linke Knopf 36 (Fig. 8) herausgezogen wird. Diese Spiegel
besitzt eine Interferenzschicht, welche die blau-violette Strahlung im Auflicht
reflektiert und die gelb-grunen Strahlen im Durchlicht Gbertragt. Die Auswahl erfolgt
in Abhangigkeit von der Natur der Objekte.

Beim Arbeiten mit der Phasenkontrastvorrichtung CF-4 oder dem Kondensor OI-13
wird das Objekt gleichzeitig von oben mit Erregerlicht beleuchtet, wahrend die
Phasen- oder Dunkelfeldbeleuchtung von unten erfolgt. Die Lichteinstellung sollte
nacheinander durchgeflihrt werden, folgen Sie den Anweisungen der Abschnitte 2
und 3.

5. Einstellung des Betriebssystems fiir Fremdlicht

In einigen Fallen kdnnen Sie am Mikroskop mit Fremdlicht arbeiten, wenn Sie
Beleuchter wie OG-19 und OG-24 benutzen.

Um dies zu tun:

Stellen Sie an der Unterseite des Mikroskops den Spiegel 70 (Fig. 8) ein, welcher mit
dem Mikroskop geliefert wurde.

Stellen Sie den Beleuchter OG-19 oder OG-24 auf der linken oder rechten Seite des
Mikroskops auf. Richten Sie das Licht von der Beleuchtungseinrichtung auf den
Spiegel.

Stellen Sie die die Beleuchtung wie gewohnt ein.

Es wird auch empfohlen, um eine hellere -OR 19 oder OR-24, fir die Beobachtung
eines Objekts in Lumineszenzbeleuchtung und Phasenkontrast zu verwenden.



Beim Arbeiten im Auflicht ist oft notwendig, Objekte von gro3e Hohe und Volumen
der zu untersuchen. In diesem Fall ist es ratsam, den Kondensatorhalter abzubauen
und den Tisch tiefer zu setzen (im erforderlichen Umfang unter den Bedingungen des
Fokus), wie in Abb. 12.
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