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@ Sowohl meine Schule auch auch die Okologische Station in der JH
Sorpesee erhielt mehrfach Post von der Fa. Keyence, in der ihr Digitalmi-
kroskop VHX-100 beworben wurde. Da die Mikroskopie von Plankton-
proben einen Grofiteil der Arbeit der Station darstellt, war ich natiirlich
neugierig geworden und vereinbarte einen Vorfiihrtermin.

Das Digitalmikroskop

Digitalmikroskope sind Geréte, die in der Funktionsweise gewohnlichen Lichtmikro-
skopen gleichen, einzig das Auge des Mikroskopikers (und oft auch das Okular) wird
durch eine Digitalkamera ersetzt. Es gibt sie von der Plastikausfiihrung fiir wenige
Euro bis zu ausgefeilten Systemen, deren Preis fiinfstellig ist. In diese Kategorie ge-
hort das VHX-100 und auch sein Nachfolger, das VHX-500, das ich einige Monate
spéter testen konnte (Abb. 1).

Das System ist modular rund um ein schweres und stabiles Mikroskopstativ aufge-
baut. An dem Stativ wird die optische Einheit befestigt, die von Keyence als Objektiv
bezeichnet wird, eigentlich aber eine Kombination aus Zoomobjektiv, Tubus und op-
tional zu nutzender Lichteinspeisung darstellt. Hier stehen mehrere Varianten zur
Wahl: ein kleines Objektiv VH-Z20 (Vergoflerung 20- bis 200-fach), ein Weitbereichs-
Objektiv VH-Z100 (100- bis 1000-fach) und ein hochauflosendes Objektiv VH-Z500
(500- bis 5000-fach). Alle Vergrofierungsangaben beziehen sich auf das Verhaltnis der
tatsdchlichen Objektgrofie zu der Grofle auf dem Bildschirm. Auf das Objektiv wird
noch der Kamerakopf aufgesetzt (Abb. 1). Das Objektiv mit dem Kamerakopf kann
auch aus der freien Hand verwendet werden, was natiirlich nur bei geringen Ver-
grolerungen sinnvoll ist. Komplettiert wird die Anlage durch einen speziellen PC
mit eingebautem 17-Zoll-Flachbildschirm und bei dem neueren VHX-500 durch eine
abgesetzte kleine Bedienungseinheit. In dem PC-Gehause sitzt auch die Lichtquelle.
Von hier fiihrt ein Lichtleiter zum Mikroskop. Je nachdem, wo der Lichtleiter einge-
koppelt wird, arbeitet man mit Auf- oder Durchlicht. Optional ist diverses Zubehor
erhiltlich, zum Beispiel ein Fotodrucker oder eine motorische Steuerung des Triebs.



Abbildung 1: Das VHX-500 im Auflichtbetrieb: 1: Motorsteuerung, 2: Fotodrucker, 3:
optische Einheit, 4: Stativ, 5: PC mit Bildschirm, 6: Bedienungseinheit



Das Mikroskop im Praxistest

Das Geridt wird hdufig im industriellen Bereich fiir Qualitdtskontrolle und Oberfla-
chenanalyse im Auflichtbetrieb eingesetzt. Mich interessierte aber, ob es sich auch
fiir die Durchlicht-Untersuchung biologischer Praparate eignet. Fiir den Praxistest in
den Raumen der Fa. Keyence in Diisseldorf habe ich mich deshalb mit einigen Dauer-
préparaten, aber auch mit frischem Netzplankton eingedeckt, wie es bei der Arbeit an
der Okologischen Station in der JH Sorpesee téglich gebraucht wird. Als erstes fiel mir
auf, dass der leichtgédngige und prazise Kreuztisch keine Moglichkeit zur Fixierung
des Objekttragers besitzt. Es ist also nicht moglich, sich Praparate-Koordinaten zu no-
tieren und so bestimmte Stellen in Dauerprédparaten wiederzufinden. Die Objekttra-
ger werden einfach auf die mittige Glasplatte des Objekttischs gelegt, der tiber X- und
Y-Trieb als Ganzes bewegt wird. Fiir den Durchlichtbetrieb wird der Lichtleiter unter
dem Objekttisch befestigt. Jedoch fehlen Einstellungsmoglichkeiten am Kondensor
wie Hohenverstellung, Leuchtfeldblende, Kondensorblende oder zuklappbare Lin-
sen. Die Realisierung einer KOHLERschen Beleuchtung ist somit unmoglich. Ledig-
lich verschiedene Arten von Streiflicht (schrage Beleuchtung) sind realisierbar, indem
bestimmte Segmente aus dem Lichtleiter ausgeblendet werden. Es sind auch keine
weitergehenden optischen Techniken einsetzbar, da weder die Objektive noch der
Kondensor dafiir eingerichtet sind: Phasenkontrast oder Interferenzkontrast sucht
man vergeblich. Die Firmenunterlagen nennen fiir das Objektiv VH-Z500 eine nume-
rische Apertur von 0,82. Fiir die anderen Objektive fehlt eine entsprechende Angabe,
sie diirfte noch niedriger liegen.

Einfache Durchlichtarbeiten im mittleren Vergrofserungsbereich sind bei nicht zu
hohen Erwartungen moglich (Abb. 2), aber es iiberrascht es nicht, dass anspruchs-
vollere Beobachtungen bei hoheren Vergroierungen durch die Bank enttduschen. Sie
sind meistens flau, schlecht ausgeleuchtet und schwach aufgelost.

Die Auflésung kann ja eigentlich nicht grofSer sein als die Zahl der Pixel auf dem
CCD-Chip der Kamera. Durch einen Trick, der bei vielen digitalen Mikroskopkame-
ras angewendet wird, gelingt es aber, die theoretische Auflosung zu steigern: Mit
Hilfe eines Piezo-Kristalls wird der Chip nach der Aufnahme um den Bruchteil eines
Pixelabstands bewegt und ein weiteres Foto gemacht. Per Software werden die Bil-
der kombiniert. Dies geschieht, wie die meisten Softwareoperationen, sehr ziigig. Die
Wartezeiten liegen im Bereich von Sekundenbruchteilen. Nattirlich lasst sich dieses
Verfahren nur bei unbewegten Objekten anwenden.

Viele Fahigkeiten erhdlt das Gerdt durch die implementierte Software. Mit einem
Knopfdruck konnen vier Aufnahmen angefertigt werden, die sich in der Beleuch-
tung unterscheiden. So kann leicht die optimale Einstellung herausgefunden wer-
den. Weiterhin gibt es die Vergleichsmoglichkeit: Der Bildschirm wird zweigeteilt
und neben das Livebild wird ein Bild aus dem Speicher des Gerits gelegt. Bei Auf-
lichtaufnahmen gldnzender Oberflichen konnen Reflexionen entfernt werden (Abb.
3). Interessant ist auch die Generierung von 3D-Bildern, bei denen Bilder in verschie-
denen Schidrfeebenen angefertigt werden, die dann durch den Computer zu einer
dreidimensionalen Ansicht verkniipft werden (Abb. 4). Diese Aufnahmen konnen je-
doch nur dann vollstindig softwaregesteuert ablaufen, wenn mit Auflicht gearbeitet



Abbildung 2: Wurzelspitze der Hyazinthe, bei Vergofierungseinstellung 1000 x

wird. Man merkt auch hier, dass der Hersteller der Arbeit im Durchlicht eine geringe-
re Bedeutung beimisst, denn wenn die motorische Triebverstellung zwischen Stativ
und Tubus montiert wird, liegt dieser so weit vorne, dass sich die beleuchtete Fla-
che nicht mehr unter dem Objektiv befindet. Die Verstellung der Schérfenebene bei
Durchlichtuntersuchungen muss also von Hand erfolgen. Hilfreich ist hierbei, dass
der Triebknopf mit einer Mikrometer-Skala versehen ist.

Die auf diese Weise erstellten 3D-Bilder lassen sich vielfaltig weiterverarbeiten: Es
ist moglich, eine per Maus drehbare rdumliche Ansicht anzufertigen oder die Hohen-
schichten farbcodiert wiederzugeben. Auch kann man Hohenprofile langs einer frei
bestimmbaren Linie im Préparat anfertigen. Dass Langen-, Winkel- und Flichenmes-
sungen im Praparat moglich sind, braucht kaum erwéhnt zu werden (Abb. 5). Aller-
dings muss die jeweilige Vergrofierung des Zoom-Objektivs und das verwendete Ob-
jektiv manuell an der Bedienungseinheit eingegeben werden, wenn die Messungen
korrekt angezeigt werden sollen. Eine automatische Abtastung der Vergofierungsein-
stellung bzw. des eingesetzten Objektivs ist nicht vorgesehen.

Die Bilder lassen sich auf der Festplatte im JPG- oder im verlustfreien TIFF-Format
speichern. Auch die Aufnahme von Filmsequenzen im AVI-Format ist moglich. Die
Dateien konnen mit dem eingebauten Brenner auf CD archiviert werden. Durch-
dacht sind auch die vielfaltigen Dokumentations- und Kommentierungsmoglichkei-
ten, die implementiert sind. Das Fehlen des Phasenkontrasts kann durch software-
miflige Kantenverstirkung ein wenig ausgeglichen werden.

Insgesamt gesehen erscheint die Software sehr ausgereift und leicht bedienbar. Ein
Manko ist in der Grundausstattung das Fehlen einer Tastatur, die sich jedoch nach-



Abbildung 3: Kopf von Ephemera: Links mit Reflexionen durch Feuchtigkeitsfilm auf
dem Préparat, rechts mit softwareerzeugter Glanzentfernung

riisten ldsst. Man muss sich miithsam durch die Buchstaben einer Bildschirmtastatur
klicken. Das Mikroskop ist im Netzwerk einsetzbar.

Vergleich mit traditionellem Mikroskop

Inwieweit kann ein solches ein sehr teures Mikroskop mit konventionellen Losungen
konkurrieren? Um das herauszufinden, wurden die gleichen Préparate mit einem 30
Jahre alten Leitz Dialux untersucht. Fiir die fotografischen Aufnahmen besitzt die-
ses Mikroskop an seinem Trinokulartubus eine Nikon Coolpix 995. Zur Bedienung
der Kamera und zur Bilddarstellung und -verarbeitung dient ein gewo6hnlicher PC
(HILLENKAMP 2001). Die verglichenen Praparate (Abb. 6) zeigen deutlich die Schwa-
chen des VHX-500 im Durchlichtbereich: Auflosung und Kontrast sind beim VHX-
500 auffallend schlechter.

Spannend war auch die Frage, inwieweit das VHX-500 durch die oben beschriebe-
ne Technik der Mehrfachaufnahme die Auflosung steigern kann. Um dies herauszu-
finden, wurde Cymbella aspera mit dem VHX-500 einmal im Normalmodus (Bildgrofie
1600 x 1200 Pixel) und anschliefiend im Super-Fine-Modus (Bildgrofle 4800 3600 Pi-
xel) aufgenommen, beidesmal bei der Vergrofierungseinstellung 1000 x. Um die Auf-
losungssteigerung zu beurteilen, wurde der gleiche Bildausschnitt in beiden Bildern
nachvergrofiert. Das gleiche Praparat wurde auch mit dem Dialux bei Verwendung
der Olimmersion fotografiert. Auch hier wurde der gleiche Ausschnitt herausvergro-



Abbildung 4: Dreidimensionale Rekonstruktion einer Radiolarie aus Einzelbildern
mit verschiedener Schirfenebene mit dem VHX-500
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Abbildung 5: Messungen an Ceratium hirundinella mit dem VHX-500



Abbildung 6: Veliger-Larve von Dreissena polymorpha, links mit herkémmlichem Mi-
kroskop (Leitz Dialux), rechts mit Digitalmikroskop VHX-500 aufge-
nommen

Bert. Das Ergebnis war enttduschend. Die Bilder, die mit dem Dialux und der Cool-
pix gemacht wurden, waren den mit dem Digitalmikroskop angefertigten haushoch
tiberlegen (Abb. 7). Eine einfache Rechnung zeigt, dass die Verwendung des Super-
Fine-Modus in unserem Fall keine Auflosungssteigerung bringen kann: Bei einem
17-Zoll-Monitor (Bildschirmbreite ca. 33 cm) hat das Gesichtsfeld bei der 1000-fachen
Vergrofierung eine Breite von 0,33 mm (Bildschirmbreite durch Vergrofierung). Bei ei-
ner Bildgrole von 1600 x 1200 Pixeln entféllt auf jedes Pixel 0,33 mm /1600 = 0,2 pm.
Um diese Dimensionen auflsen zu kénnen, wird ein leistungsfihiges Olimmersi-
onsobjektiv mit einer numerischen Apertur von 1,4 benétigt. Da hier die Wellenldnge
des Lichts der begrenzende Faktor ist, schafft eine Erhohung der Pixelzahl durch den
Super-Fine-Modus nur leere Vergrofierung, wie auch in Bild 7 gezeigt wird. Die tat-
sdchliche Auflosung ist sogar noch deutlich geringer, wie der Vergleich mit der mit
dem herkémmlichen Mikroskop gemachten Aufnahme zeigt, was bei einer tatsachli-
chen Apertur von 0,82 oder kleiner beim VHX-500 auch wenig verwundert.

(Einige Filmsequenzen und Bilder in Originalauflosung sind unter www . oeko-sorpe.

de/digitalmikroskop.htm zu finden).

Fazit

Fiir die meisten biologischen Zwecke erscheint eine “herkdmmliche” Losung, abge-
sehen vom hohen Preis, vorteilhafter. Die Durchlichteigenschaften des VHX-500 kon-
nen noch nicht tiberzeugen. Die Software macht einen guten Eindruck, allerdings de-
cken herkommliche individuelle Softwarelosungen zumindest den Bereich ab, der fiir
den Arbeitsalltag relevant ist. Um Bilder mehrerer Scharfenebenen zu kombinieren,
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Abbildung 7: Ausschnittsvergroflerungen von Cymbella aspera, links VHX-500 Nor-
malmodus bei Einstellung 1000, in der Mitte im Super-Fine-Modus,
ebenfalls bei 1000, rechts im Dialux mit Olimmersion

reicht gewohnliche Bildbearbeitungssoftware, wie Abb. 8 zeigt. Diese Arbeit wurde
mittels des Programms GIMP entsprechend MATHIAS / MATHIAS (2001) in etwa einer
Viertelstunde durchgefiihrt.

Fiir das urspriingliche Zielfeld des VHX-100 oder 500 erfiillt dieses Mikroskop si-
cher seinen Zweck: Untersuchungen im Auflicht, die von nicht im Bereich Mikrosko-
pie vertieft ausgebildeten Personen durchgefiihrt werden, oder zur Qualitidtskontrol-
le mit Dokumentation ist es sicherlich hervorragend verwendbar.

Mir personlich fehlte allerdings auch das objektiv schwer beschreibbare Gefiihl,
das sich beim Mikroskopieren einstellt: man ist in dem Prédparat “drin”. Solch ein
Empfinden fehlt beim Betrachten der Bildschirmausgabe.
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Abbildung 8: Radiolarienskelett im Dialux: Links und rechts Aufnahmen zweier un-
terschiedlicher Schirfeebenen, in der Mitte Kombination der beiden
Aufnahmen



