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Brillante Abbildung fur Forschung

und Routine in den Life Sciences

We make it visible.




Wo an der Grenze zum Unsichtbaren

geforscht wird, zahlt nur die Leistung.

Maximale Bildinformation fiir das bestmégliche Ergeb-
nis: um aussagefahige Bilder zu erhalten, ist die Wahl
des richtigen Objektivs ein entscheidendes Erfolgs-
kriterium. Fiir eine zuverldssige Analyse gilt dies von
Routineaufgaben bis in anspruchsvolle High End-
Anwendungen. Dabei sind die Anforderungen der
Anwender in einem Punkt immer gleich: hochstmog-
liche Auflésung bei stirkstem Kontrast. Moderne
Forschung verlangt nach Objektiven mit einem Hochst-
maB an optischer Leistung — besonders in komplexen
Applikationen, bei denen Strukturinformationen mit
optimaler Qualitat abgebildet werden miissen. Seit
Uber 130 Jahren werden bei Carl Zeiss Objektive
nach wissenschaftlichen Grundsatzen entwickelt, die
in ihrer Klasse immer wieder MaBstdbe setzen. Dabei
hat Carl Zeiss die Grenzen der Technik oft neu definiert:

e Erstmalige Berechnung von Mikroskopobjektiven
durch Ernst Abbe

¢ Erfindung der Vergiitungstechniken von Glasober-
flachen zur Streulichtminimierung

¢ Entwicklung der Unendlich-Optik ICS (Infinity Color
Corrected System)

¢ Entwicklung der Streulicht minimierten 1C>S-Optik
mit verbessertem Kontrast

1872

Einfiihrung der ersten berechneten
Mikroskopobjektive durch

Prof. Ernst Abbe

1886
Entwicklung vollstindig

1876

Erste Ol-Immersionsobjektive

1904

farbkorrigierter Objektive, der
sogenannten APOCHROMATE

Entdeckung der Fluoreszenz-
Mikroskopie durch Prof. August Kohler

Bei Carl Zeiss definieren erfahrene Applikationsexper-
ten gemeinsam mit lhnen, welche Kriterien fiir Sie
relevant sind. Angefangen von ObjektivvergroBBerung
Uber Arbeitsabstand bis hin zur Auswahl der még-
lichen Kontrastverfahren miissen viele Faktoren
beriicksichtigt werden. Bei der Wahl des fiir Ihr indi-
viduelles Anwendungsspektrum richtigen Objektivs
werden Sie umfassend unterstiitzt. Damit ist lhnen
eines immer sicher: kontrastreiche, brillante Abbil-

dungen mit hochster Aussagekraft.
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1936
Patentierung von reflexmindernden
Vergiitungen auf Linsenoberflichen
(T-Belag)

1911

Entwicklung parfokaler Objektive,
die bei Objektivwechsel die Fokus-
lage beibehalten

1934
Erste Versuchsausfiihrung von
Objektiven fiir Phasenkontrast

1938

Einfiihrung von Objektiven
mit Bildfeldebnung, der
Plan-ACHROMATE



1959

Entwicklung der ersten ULTRAFLUAR
Objektive mit Fokuskorrektur von Ultra-
violett bis in den Infrarot-Bereich

Darauf sollten Sie bei der Wahl

eines Objektivs achten

Vergrofierung
Abbildungsmafstab des Objektivs im realen Zwischenbild

Numerische Apertur (n.A.)
Definition des Auflosungsvermaigens eines Objektivs und der
Lichtstirke

Freier Arbeitsabstand
Abstand zwischen vorderster Linse eines Objektivs und dem Deck-
glas bzw. dem Priparat

Bildebnung
Korrektur der Bildfeldkriimmung zur Vermeidung von Randun-
schiirfen

Farbkorrektur
Abbildung unterschiedlicher Farben des Lichtspektrums in einem
Punkt

Transmission
Lichtdurchlissigkeit eines Objektivs fiir bestimmte Wellenlingen

Eignung fiir bestimmte Kontrastmethoden, z. B.
Hellfeld

Dunbkelfeld

Phasenkontrast (Ph)

Differentieller Interferenzkontrast (DIC)

VAREL Kontrast

PlasDIC

Polarisation (Pol)

Fluoreszenz

1982

Einfiithrung der Unendlichoptik mit dem Einfiihrung der ICS-Optik
modularen Mikroskop Axiomat

2004

Entwicklung der Multi-Immersions- Einfiihrung der IC’S-Optik
objektive Plan-NEOFLUAR (Imm. Korr.)
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Praparat mit Deckglas
0,17 mm = 0,01 [ J [ J ([} - [ J [ J [ J [} [ J [ = [
Préparat mi.t Deckglas | ..\ 0,7 [ ] bis n.A. 0,7 - bis n.A. 0,7 bis n.A. 0,7 [ ] [} [ ] bis n.A. 0,7 - [ ]
0,14 mm bis 0,20 mm
Préparat ohne Deckglas | bis n.A. 0,3 bisn.A. 0,3 bis n.A. 0,3 [ ] bis n.A. 0,3 bis n.A. 0,3 ([ ] bis n.A. 0,8 bisn.A.0,8 | bisn.A.0,3 [ J N
Kulturschalen mit Glasboden Py PY Py _ Py PY Py PY Py P B P
0,17 mm = 0,01
Kulturschale mit Glasboden § |\, 7 ° bis n.A. 0,7 = bisn.A.07 | bisn.A 07 ° ° ° bisn.A. 0,7 - °
0,14 mm bis 0,20 mm
Kulturschale mit Plastikboden - [ ] - - - - [ J - - - - -
Offene Kulturschale - Objektiv B | A ° 1 B I o o) | ° B
taucht in das Kulturmedium ein bisn.A.0,8 | bisnA.09
Multiwell-Kulturschalen mit
Glasboden 0,17 mm =+ 0,01 ® ® L B L ® L ® L L L
Multiwell-Kulturschalen mit | . ! ) . ! _
Glasboden 0,14 mm bis 0,20 mm bis n.A. 0,7 [ ] bis n.A. 0,7 - bisn.A.0,7 | bisn.A. 0,7 [ ) [ ] [ ) bis n.A. 0,7 [ ]
Multiwell-Kulturschalen mit
Plastikboden - L4 - B - - b a B - B a
Sehfeld 23 mm 23 mm 23 mm 23 mm 23 mm 25 mm 25 mm 25 mm 25 mm 25 mm 20 mm 25 mm
Ebnung * % * 0k * % * % * * ok Kk * ok Kk * ok Kk dokokokok | kokokokok [ kokokokok | kokokok ok
Farbkorrektur * % * X * Kk * Kk * * Kk Ok Ok K KOk dokokoKok | kokokokok | kokokokok | kokokok ok
Arbeitsabstand sehr hoch hoch sehr hoch hoch hoch
Hohe Transmission in UV * % * % * ok Kk * K Kk * ok Kk ok kK * ok K * ok K * ok K * ok K * ok * %
Transmission im IR kXK * ok %k kK Xk * Xk kX X kK Xk * %k Xk * k% * %k * k% * %k X * Xk % * %k X
Korrektion fiir 37°C . . .
- . | = 3 1 = H - T ja ja - - ja
fiir das Live Cell Imaging
Klassische Farbungen wie z. B. HE [ ] o] [ ] - 0] [ ] o] A [ ] [ J - ([
Fluoreszenz| A VIS A VIS A VIS [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ J (] [ J [
3D Dekonvolution o ¢} o A A [ J A [ [ J ) ° )
ApoTome - - - - O VIS [ o [ ] [ ] (] o [ J
Cell Observer o o] ¢} o [ J0% A ¢] [ ] [ ] (] o] (]
TIRF - - R . [T - 3 - - @+ - B
Laser Scanning Mikroskopie - - 0] A A [ ] - [ J [ ] o [ ] [
FCS - 1 9 = 1 - 1 = - B - N

® Besonders geeignet
A Gut geeignet

o Maglich, aber nicht empfohlen

- Nicht maéglich

Variante bzw. spezielle Ausfiihrung
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Einfiithrung der Unendlichoptik mit dem Einfiihrung der ICS-Optik
ed modularen Mikroskop Axiomat

1959 1975 20049
Entwicklung der ersten ULTRAFLUAR Entwicklung der Multi-Immersions- Einfiihrung der IC’S-Optik
Objektive mit Fokuskorrektur von Ultra- objektive Plan-NEOFLUAR (Imm. Korr.)

violett bis in den Infrarot Bereich



Viele Anforderungen
verlangen viele Objektivklassen.
Jede ist eine Klasse fur sich.

A-Plan - Die A-Klasse

A-Plan Objektive von Carl Zeiss sind ein guter und zugleich
preiswerter Einstieg in die Mikroskopie. Sie sind vielseitig ein-
setzbar und liefern eine gute optische Qualitat.

ACHROPLAN - Die Soliden

Solide und zuverlassig: die Objektive der ACHROPLAN Klasse
zeichnen sich durch eine sehr gute Bildfeldebnung aus. Fur
die Bilddokumentation in der Pathologie sind sie eine duBerst
empfehlenswerte Losung.

FLUAR - Die Photonensammler

Die Objektive der Baureihe FLUAR sind aus speziellen opti-
schen Glasern gefertigt. Hohe numerische Aperturen, guter
Kontrast und hochste Transmission fur das gesamte sicht-
bare Spektrum bis ins nahe UV verleihen ihnen eine enorme
optische Leistung. Die Objektive der Wahl, um schwachste
Fluoreszenzen sichtbar zu machen.




EC Plan-NEOFLUAR - Die Universalgenies
Wenn Flexibilitdt und Methodenvielfalt gefragt sind, kom-
men die EC Plan-NEOFLUAR Objektive zum Einsatz. Mit der
optimierten IC?S-Optik wird eine kontrastreiche Abbildung
mit perfekter Homogenitdt und hoher Auflésung erreicht.
Von Transmission bis ins nahe UV Uber sehr gute Bildfeld-
ebnung, achromatische Korrektur bis hin zu sehr guten
numerischen Aperturen erfullt die EC Plan-NEOFLUAR Klasse
die hohen Anspriche in Anwendungen mit Hellfeld, Dunkel-
feld, Phasenkontrast, DIC, Polarisation und Fluoreszenz.

Plan-APOCHROMAT - Die Punktgenauen
Plan-APOCHROMAT Objektive liefern mit bester Farbkor-
rektur und héchsten numerischen Aperturen brillante Bilder
in Hellfeld-, DIC- und Fluoreszenzverfahren. Uberzeugend:
eine herausragende Punktabbildungsfunktion und die
extreme chromatische Korrektion. Hohe Auflésung und
exzellente Bildscharfe machen auch feinste Details und
Farbnuancen deutlich sichtbar.

C-APOCHROMAT - Die Leistungsspitze
Diese Hochleistungsobjektive kdnnen unterschiedliche
Brechungsindizes und Schichtdicken des Einbettmediums
durch einen Korrektionsring optisch kompensieren. Fur
anspruchsvollste Anwendungen in der Erforschung leben-
der Organismen und Immersionspraparate sind sie perfekt
geeignet. Fur brillante Bilder in allen Anwendungen
und 3D Techniken wie konfokale Laser Scanning Mikro-
skopie, ApoTome und 3D Dekonvolution.

LCI - Die Immersionsspezialisten

LCI steht fur Live Cell Imaging. Die leistungsstarken Objek-
tive dieser Klasse wurden speziell fur die komplexen Anwen-
dungen mit lebenden Zellen und Geweben entwickelt. Sie
sind fur Temperaturintervalle von 23° C bis 37° C gerech-
net. Spharische Aberrationen durch abweichende Deckglas-
dicken, unterschiedliche Temperaturen oder Brechungsindizes
werden mit dem Korrektionsring perfekt ausgeglichen. Das
Resultat: mehr sichtbare Details und zuverlassigere Ergeb-
nisse fur Ihre wissenschaftliche Analyse.




LD - Die Flexiblen

Spezielle Anwendungen erfordern spezielle Objektive. Soll
z. B. in ein dickes Praparat tief hinein- oder durch den Plastik-
boden von Zellkulturschalen fokussiert werden, kommen
Objektive mit groBem Arbeitsabstand, Long Distance Objek-
tive, zum Einsatz. LD Objektive sind so vielfaltig wie ihre Auf-
gaben: mit LD A-Plan und LD Plan-NEOFLUAR Objektiven fr
inverse Mikroskope kénnen Zellen in Plastik-Kulturschalen
und Praparate unter einem Standard-Deckglas untersucht
werden. Flr Applikationen mit lebenden Zellen wurden
LD-Varianten der LCI- und C-APOCHROMAT Reihe ent-
wickelt: mit einem Korrektionsring lassen sich z. B. Abwei-
chungen der Deckglasdicke optisch ausgleichen.

W - Zum Eintauchen

Physiologische Anwendungen mit lebenden Zellen bzw. Ge-
weben verlangen haufig nach Wasserobjektiven, die direkt in
das Kulturmedium getaucht werden kénnen. W Objektive
weisen eine konisch zulaufende Spitze aus inertem Spezial-
kunststoff auf. Haufig, aber nicht ausschlieBlich, werden sie
in Kombination mit einem Fixed Stage-Mikroskop verwen-
det. Diese Objektive zeichnen sich durch herausragende
optische Leistung mit guter Bildfeldebnung und einer hohen
Transmission fur perfekte Ergebnisse in der Physiologie aus.




Farbkodierung der Objektive

Bezeichnung des Objektivs
Objektivklasse,
dazu spezielle Bezeichnungen, z. B.

Farbe der Beschriftung
Kontrastmethode

LD fur Long Working Distance

Farbkodierung der

VergréBerung/ MaBstabszahl
Numerische Apertur 1,0/1,25 N
dazu erganzende Angaben zu 25
e Immersionsmedium (Qil/ W/ Glyc) 45
e Einstellbare Deckglaskorrektur _ 6,3 C—1

(Korr.) : - 10 C——1
e Kontrastmethode | EATE LA | ' ]ﬂmmﬂ 16/20/25/32
Tubuslénge/ ' FATT R ; 4 _M_-—- 40/22 [
Deckglasdicke (mm) ——! 100/150 C———1
ICS-Optik ©0

Infinity Color Corrected System

Standard-Deckglas: 0,17
Ohne Deckglas: 0
unempfindlich: -

Immersionsfliissigkeit

O I
Wasser 1]
Glycerin 1]
Ol/Wasser/ Glycerin [

Mechanischer Einstellring fir
e Deckglasdickenkorrektur

e Unterschiedliche Immersion

e Unterschiedliche Temperatur

e die Einstellung einer Irisblende ;‘"




Jedes Objektiv erfillt nur ein Kriterium:
Perfektion bis ins kleinste Detail.

A-Plan: guter Einstieg mit guter Leistung

Von Labor- und Routinemikroskopie bis hin zur Forschungsklasse sind
die A-Plan Objektive die richtige Wahl zum Einstieg. Sie sind fur Hell-
feld und Phasenkontrast geeignet und liefern einen guten Kontrast.
A-Plan Objektive kénnen auch in Fluoreszenzanwendungen mit
Anregungswellenldngen im sichtbaren Spektralbereich eingesetzt

werden.

e Sehfeld: 23 mm Einstiegsobjektive fur Labor, Routine und
e Ebnung: * Forschungsmikroskope
e Farbkorrektur: *

LD A-Plan: vielseitig in inverser Mikroskopie
Wirtschaftlich, flexibel und kontraststark ist die Einstiegsklasse in die
inverse Mikroskopie. Diese Objektive haben einen besonders groen
Arbeitsabstand, mit denen durch dickere ZellkulturgefaBe beob-
achtet werden kann. Sie sind fur die Verwendung von Deckglasern
und Bodendicken bis zu 2 mm korrigiert. Von Hellfeld Gber Phasen-
kontrast, VAREL und Hoffman Kontrast bis zu PlasDIC sind sie
flexibel verwendbar. Fir Anregungswellenlédngen im sichtbaren Spek-
tralbereich sind sie, wie die A-Plan Objektive, auch fur Fluoreszenz-

mikroskopie geeignet. Eine leistungsstarke Einsteigerreihe fur die
gehobene Mikroskopie.

e Sehfeld: 23 mm Objektive mit groBem Arbeitsabstand fur inverse
e Ebnung: * % Mikroskope; aufsteckbare Deckglaskappe fiir diinnere
e Farbkorrektur: * * Deckglaser von 0,17 bis 0,6 mm
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ACHROPLAN: variabel wie kein zweites

Die ACHROPLAN Objektive verfligen Uber eine gute Bildfeldebnung
und Farbkorrektur und sind gut geeignet fur die Mikrofotografie.
ACHROPLAN Objektive gibt es, entsprechend der groBen Anwen-
dungsbreite, in zahlreichen Ausfiihrungen. Die moglichen Kon-
trastverfahren sind Hellfeld und Phasenkontrast im Durchlicht,
Fluoreszenz bei Anregung im sichtbaren Bereich.

e Sehfeld: 23 mm Objektive in vielen Varianten fur diverse
e Ebnung: * % Anwendungen
e Farbkorrektur: * % *

W ACHROPLAN: tauchen Sie ein

in physiologische Tiefen

Die Wasserobjektive der ACHROPLAN Reihe kommen in Verbin-
dung mit einem aufrechten Fixed Stage-Mikroskop vorwiegend in

der Elektrophysiologie zum Einsatz. Solche Aufbauten erméglichen
es, mit dem Tauchobjektiv in ein Medium einzutauchen und ein Pra-
parat von oben zu betrachten. Mikroskopische Techniken werden
hier mit physiologischen Methoden kombiniert. Typische Einsatz-
bereiche sind die Patch-Clamp Technik und die intrazellulare Ablei-
tung in der Elektrophysiologie, die Intravital-Mikroskopie sowie die
Untersuchung von Mikrozirkulation und von dicken Praparaten
bei vitalen Gehirnschnitten. Elektroden und Mikroinjektionskapillare
kénnen dank der schlanken Spitze und des groBen Arbeitsab-
standes problemlos zum Praparat gebracht werden. Objektive der
W ACHROPLAN Klasse sind beeindruckend flexibel. Alle Kontrast-
verfahren sind moglich, inklusive Fluoreszenz und Infrarot DIC.

Herausragend: die optische Leistung und die enorm hohe Transmis-
sion. Fur sichtbar mehr Information bei physiologischen Anwendungen.

e Sehfeld: 23 mm Objektive zum direkten Eintauchen in Zellkulturmedien,
e Ebnung: * % speziell fur physiologische Anwendungen
o Farbkorrektur: > % %
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e Sehfeld: 23 mm
e Ebnung: *
e Farbkorrektur: *

e Sehfeld: 20 mm
e Ebnung: *
e Farbkorrektur: *

12

FLUAR: spurt schwachste Fluoreszenzen auf
Hochste Lichtdurchlassigkeit und Photonensammlung — dafir stehen
die FLUAR Objektive. Aus Spezialglas gefertigt, wurden diese Objek-
tive eigens fUr qualitative und quantitative Auswertungen von lonen-
veranderungen und fir anspruchsvolle Fluoreszenzanwendungen
entwickelt. Gute Bildfeldebnung bis 23 mm, hohe numerische Aper-
turen und hochste Transmission schon ab 340 nm Wellenlédnge —
damit werden auch schwéchste Signale deutlich sichtbar.

Objektive mit hohen numerischen Aperturen und
hochsten Transmissionseigenschaften ab 340 nm

ULTRAFLUAR: ultrastark bei UV-Licht
ULTRAFLUAR fur ultraviolettes Licht — mit ULTRAFLUAR Objektiven
kdnnen Anwendungen mit Fluoreszenzanregung im UV-Wellenlan-
genbereich durchgefiihrt werden. Dazu werden bei der Herstellung
ausschlieBlich Quarzglaser verwendet. Ab 240 nm bis in den Infra-
rot-Bereich besitzen diese Objektive eine herausragende Trans-
mission. Sie decken damit den breitesten Spektralbereich ab und
verfligen Uber eine gute Bildfeldebnung bis 20 mm. Damit erhalten
Sie auch bei Anwendungen im UV-Bereich immer ein zuverlassiges
Ergebnis.

Objektiv fur Fluoreszenzanregung im UV-Bereich
ab 240 nm




e Sehfeld: 25 mm
e Ebnung: % % %

EC Plan-NEOFLUAR: stark im Kontrast

EC, Enhanced Contrast, steht fur eine deutliche Kontrastverstarkung.
In Kombination mit der chromatischen Korrektur und dem hohen
Auflésungsvermdgen liefern diese Universalobjektive brillante,
kontrastreiche und ebene Bilder. Bei der Fertigung wird Glas mit
geringer Eigenfluoreszenz verwendet, was die EC Plan-NEOFLUAR
Klasse neben ihrer hohen Transmission ab dem nahen UV-Bereich fiir
Fluoreszenzanwendungen geradezu pradestiniert. Spezialobjektive
dieser Klasse sind EC Plan-NEOFLUAR Antiflex fur Reflexionskontrast
und EC Plan-NEOFLUAR Pol fir Polarisation.

Universalobjektive mit ausgezeichneten
Fluoreszenzeigenschaften

o Farbkorrektur: % * %

e Sehfeld: 23 mm
e Ebnung: * * * X
e Farbkorrektur: s x * * fur Fluoreszenzanwendungen

LD Plan-NEOFLUAR: gehen Sie auf Distanz

LD Plan-NEOFLUAR Objektive mit extra groBem Arbeitsabstand
sind Objektive fur die Zellkultur und werden an den inversen For-
schungsplattformen Axiovert und Axio Observer verwendet. Mit
einem Korrektionsring lassen sich die Objektive an unterschied-
liche optische Gegebenheiten wie z. B. die Verwendung von Deck-
glasern oder Plastik-Kulturschalen im Bereich von 0 bis 1,5 mm
stufenlos anpassen. Wegen der herausragenden Fluoreszenzeigen-
schaften aller EC Plan-NEOFLUAR Objektive sind auch die LD-Vari-
anten bestens geeignet fir die Fluoreszenzmikroskopie. AuBerdem
sind alle gangigen Kontrastverfahren im Durchlicht wie Hellfeld,
Phasenkontrast, DIC und PlasDIC moglich. Fur brillante, kontrast-
reiche und aussagekréaftige Bilder auch bei groBem Arbeitsabstand.

Objektive mit groBen Arbeitsabstanden fur die
inverse Forschungsmikroskopie; sehr gut geeignet
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e Sehfeld: 25 mm
e Ebnung: > % % % X

Plan-APOCHROMAT: beste optische Leistung
far hochste Auflésung

Plan-APOCHROMAT Obijektive weisen eine optische Leistung der
Spitzenklasse auf. Sie machen Strukturen an der Grenze zum
Unsichtbaren sichtbar. Die herausragenden Leistungsmerkmale sind
eine hervorragende Korrektur, extrem hohe Aperturen und ein
HochstmaB an Auflésung, Farbreinheit, Kontrast und Bildfeld-
ebnung. In der Summe liefert dies brillante, gestochen scharfe
Bilder fir Beobachtung und Mikrofotografie, besonders auch in
Fluoreszenzanwendungen. Speziell fir das Live Cell Imaging wurde
das i Plan-APOCHROMAT des 63x-Objektivs entwickelt, um maxi-
male Fokusstabilitat bei Zeitreihen-Aufnahmen zu erzielen.

Objektive mit optimaler Korrektur in Bildebnung
und Farbe; geeignet fir das digitale Imaging

o Farbkorrektur:  » % % x

e Sehfeld: 20 mm
e Ebnung: > * * *k X

W Plan-APOCHROMAT: apochromatisch
korrekt

Speziell fur die Elektrophysiologie konzipiert ist die Tauch-Vari-
ante der Plan-APOCHROMAT Reihe. Sie ergdnzt die Wasserobjek-
tive der ACHROPLAN Klasse. W Plan-APOCHROMAT Objektive
haben eine apochromatische Korrektur vom sichtbaren Licht bis
ins nahe Infrarot (VIS - IR) und sind zur Verwendung ohne Deck-
glas gerechnet. Typische Transmissionswerte: von 450 nm bis
1000 nm > 80%, bei 365 nm > 50%. Beste Voraussetzungen
auch fur den Einsatz in der 2-Photonen-Mikroskopie. Die Front
dieses schlanken Objektivs besteht aus einem speziellen inerten
Kunststoff, der urspriinglich fur die Lebensmitteltechnologie ent-
wickelt wurde.

Apochromatisch korrigierte Tauchobjektive fur
Anwendungen in der Physiologie

o Farbkorrektur:  » % % x
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Mit freundlicher Genehmigung von Martin Bastmeyer
und Franziska Klein, Universitit Karlsruhe




Auflésung

Die Auflésung eines optischen Systems wird im All-
gemeinen definiert als der kleinste Abstand zwischen
zwei Objektstrukturen, bei dem diese Objekte noch
als getrennt abgebildet bzw. wahrgenommen wer-
den. Aufgrund der Wellennatur des Lichts und der
damit verbundenen Beugung ist die Auflosung eines
Objektivs begrenzt. Diese Grenze ist von prinzipieller
Natur, d. h. auch ein theoretisch ideales Objektiv ohne
Abbildungsfehler hat eine endliche Auflésung.

Die Berechnung der Auflésung kann nach der
berihmten — von Ernst Abbe eingeftihrten — Formel
erfolgen und ist ein MaB fur die Bildscharfe eines
Lichtmikroskops:

&wmc

A = Wellenlange des verwendeten Lichts (Schwer-
punktwellenlange von weiem Licht: 550 nm)

n = Brechungsindex des optischen Mediums
zwischen Frontlinse und Deckglas (Luft = 1;
H,O = 1,33; Immerisonsol = 1,518)

o = halber Offnungswinkel des verwendeten
Objektivs

Aus der Abbe’schen Formel wird deutlich, dass das
Auflésungsvermdgen durch die Wellenldnge des ver-
wendeten Lichts A sowie durch das Produkt aus
Brechungsindex n des Mediums zwischen Deckglas
und Frontlinse und dem Sinus des halben Offnungs-
winkels o des verwendeten Objektivs bestimmt wird.

Numerische Apertur

Das mikroskopische Bild entsteht durch Wechsel-
wirkung (Interferenz) des an der Probe gebeugten
Lichts mit dem Licht, das unbeeinflusst die Probe
durchdringt. Die Interferenz dieser Lichtanteile fihrt
zum Zwischenbild, das bereits alle Bildinformationen
beinhaltet. Dieses Zwischenbild wird im Mikroskop
durch das Okular vergréBert. Daher spricht man auch
von einer zweistufigen Abbildung.

Je groBer der Offnungswinkel eines Objektivs ist,
umso mehr (gebeugtes) Licht kann von der Probe
gesammelt werden, und umso hoher ist die Auflo-
sung des resultierenden Bildes.

Dieser fundamentale Zusammenhang wurde erstmals
von Ernst Abbe bei Carl Zeiss 1872 erkannt. Er fihrte
den Begriff der numerischen Apertur (n.A.) eines
Objektivs ein. Diese ist definiert als das Produkt des
Brechungsindex’ zwischen Deckglas und Objektiv-
frontlinse und dem Sinus des halben Offnungswin-
kels des Objektivs:

nA. = n-sin(a)

Die numerische Apertur stellt ein MaB fur die GroBe
des vom Objektiv erfassten Lichtkegels dar, unter Be-
rlcksichtigung des verwendeten Immersionsmediums.

Fur einige typische Objektive unterschiedlicher Aper-
turen sind in der unten gezeigten Tabelle Werte fur
die Auflésung angegeben. Diese berechneten Auf-
|6sungen werden in der Praxis allerdings nur dann
erzielt, wenn die Objektive keine Abbildungsfehler
aufweisen, d. h. wenn die Abbildung beugungs-
begrenzt ist.

Tabelle Auflésung unter Verwendung von griinem
Licht mit A = 0,550 um:

VergroBBerung / n.A. Auflésung (pm)
10x {11100 1,10

40x /0,75 0,45

63x / 1,40 Oil 0,24

100x / 1,30 Oil 0,26
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e Sehfeld: 25 mm
e Ebnung: > % % % X

C-APOCHROMAT: Spitzenleistung in 3D
Perfekt zur Erforschung lebender Zellen sind die hochwertigen und
extrem leistungsstarken Objektive der C-APOCHROMAT Klasse. Sie
sind in Ebnung und Farbe optimal korrigiert und erfllen selbst
hochste Anforderungen in der 3D-Mikroskopie mit konfokalem LSM,
ApoTome oder 3D Dekonvolution. Die hier verwendeten Praparate
befinden sich oft in einem wassrigen Medium, das einen dhnlichen
Brechungsindex wie Wasser aufweist. Bei den C-APOCHROMAT
Objektiven kénnen spharische Aberrationen, die bei unterschied-
lichen Brechungsindizes von Immersions- und Einbettmedium hau-
fig auftreten, durch einen Korrektionsring ausgeglichen werden.
Weiterhin kénnen durch den Korrektionsring kleinste Abweichungen
der Deckglasdicke auch fiir unterschiedliche Temperaturen kompensiert
werden. Optimale Leistungsparameter fir bestmogliche Resultate.

Wasserimmersionsobjektive mit hochsten
numerischen Aperturen fir die 3D-Mikroskopie;

e Farbkorrektur: 3 3 % % optimale Korrektur und hohe Transmission

e Sehfeld: 25 mm
e Ebnung: > * * *k X

LD C-APOCHROMAT: entwickelt far die
Mehrphotonen-Mikroskopie

Das LD C-APOCHROMAT Objektiv weist einen hohen Arbeitsab-
stand unter Beibehaltung einer hohen numerischen Apertur von
1,1 auf. Diese Expertentechnologie eignet sich besonders fur die
konfokale Mehrphotonen-Mikroskopie, bei der sehr hohe Ein-
dringtiefen durch die Verwendung infraroten Anregungslichtes
erzielt werden. Aber auch mit anderen 3D-Techniken wie ApoTome
und 3D Dekonvolution werden mit diesem Objektiv ausgezeichnete
Resultate erzielt.

Fur die Mehrphotonen-Mikroskopie optimiertes
Objektiv mit hohem Arbeitsabstand

o Farbkorrektur:  » % % x
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Abbildungseigenschaften

Die im Lichtmikroskop verwendeten Glaslinsen haben
grundsatzlich Abbildungsfehler. Diese kénnen durch
geeignete optische Konstruktionen auf ein praktisch
unbedeutendes MalB reduziert werden.

Generell versteht man unter Abbildungsfehlern
(Aberrationen) Abweichungen von der idealen beu-
gungsbegrenzten Abbildung.

Aberrationen kénnen sich auf unterschiedliche Art
und Weise im mikroskopischen Bild auswirken, z. B.
durch einen reduzierten Kontrast, eine schlechte Auf-
|6sung oder geometrische Verzerrungen.

Spharische Aberration

Die spharische Aberration, auch Offnungsfehler
genannt, kann die Abbildungsqualitat eines Mikro-
skopobijektivs erheblich beeintrachtigen.

Sphaérische Aberration entsteht durch die Abhangig-
keit der Brennweite einer einzelnen Linse vom
Abstand der einfallenden Lichtstrahlen vom Linsen-
zentrum. Die Brennweite der Linse ist fur Licht-
strahlen am Rand kurzer als fir Strahlen nahe der
optischen Achse. Daher entsteht kein Fokuspunkt,
sondern eine Fokuslinie entlang der optischen Achse.
Dies fuhrt zu einer Reduzierung des Abbildungskon-
trastes und der Abbildungsscharfe (siehe Abbildung).
Besonders empfindlich gegentiber diesem Bildfehler
sind stark vergréBernde Trockenobjektive mit hoher

numerischer Apertur.

Grundsatzlich ist es mdglich, diesen Fehler im Objek-
tiv zu korrigieren. Diese Korrektur kann fest oder, wie
bei den Korr.-Objektiven, flexibel ausgefuhrt sein.

Die spharische Aberration wird nicht nur durch die
optischen Eigenschaften eines Objektivs, sondern
auch durch die Eigenschaften des Deckglases und
des Einbettmediums stark beeinflusst. Deshalb wird
bei stark vergréBernden Objektiven hoher Apertur das
Deckglas als Bestandteil des optischen Systems be-
trachtet und eine Normdicke von 0,17 mm verlangt.

In der Praxis verstarken vor allem zwei Faktoren die
spharische Aberration betrachtlich:

1. Der Brechzahlunterschied zwischen Immersions-
medium und Einbettmedium. Je starker die Brech-
zahl des Immersionsmediums von der Brechzahl
des Einbettmediums abweicht, umso starker
ist die spharische Aberration. Ein Objektiv, das
z. B. fur Olimmersion (n = 1,52) berechnet ist,
weist daher eine starke spharische Aberration
auf, wenn Praparatstrukturen in wassriger Losung
(n = 1,33) abgebildet werden.

2. Der Abstand zwischen Deckglas und der zu
untersuchenden Praparatstruktur. Generell nimmt
die sphdrische Aberration mit steigender Pro-
bentiefe zu. Idealerweise befindet sich das Pra-
parat daher unmittelbar unter dem Deckglas.

Bei Objektiven, die ohne Korrektionsring ausgefthrt
sind, sollte daher darauf geachtet werden, die
empfohlene Deckglasdicke einzuhalten und die Brech-
zahl des Einbettmediums an die Brechzahl der Objek-
tivimmersion anzupassen. Andernfalls erhalt man ein
kontrastarmes Bild mit schlechter Auflésung.

Bei Objektiven mit Korrektionsring kénnen ab-
weichende Werte der Deckglasdicke und Brech-
zahlunterschiede zwischen Objektivimmersion und
Einbettmedium ausgeglichen werden. Zudem lasst
sich die zunehmende spharische Aberration bei der
Abbildung tiefliegender Strukturen in dicken Proben
korrigieren.
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e Sehfeld: 25 mm
e Ebnung: >k % % % X
o Farbkorrektur: * % x Wasserimmersion

e Sehfeld: 25 mm
e Ebnung: s % % x*
o Farbkorrektur: % % %
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LCI Plan-NEOFLUAR: flexibel mit Immersion
Ganz gleich, ob Wasser, Glycerin oder Ol - fuir das Live Cell Imaging
(LCI) mit hochsten numerischen Aperturen und damit optimaler Auf-
l6sung werden die LCI Plan-NEOFLUAR Objektive mit und ohne
Deckglas eingesetzt. Die Objektive dieser Baureihe lassen sich immer
flexibel an den Brechungsindex des Kultur- bzw. Einbettmediums
anpassen. Dadurch werden spharische Aberrationen ausgeschlossen
und damit ein Verlust in der Abbildungsqualitat durch unterschied-
liche Brechungsindices von Immersion und Einbettmedium. Mit der
LCI Plan-NEOFLUAR Baureihe kénnen auBBerdem lebende Zellen bei
physiologischen Bedingungen von 37° C beobachtet werden — unter
optimalen optischen Voraussetzungen. Mit nur einem Korrektions-
ring kénnen Immersion, Deckglasdicke und Temperatur entspre-
chend eingestellt werden. Die Ausftihrung i LCI Plan-NEOFLUAR mit
Isolationsring ist besonders geeignet fur Inkubation.

Flexibles Objektiv fur das Live Cell Imaging mit
und ohne Deckglas fiir Ol-, Glycerin- oder

LD LCI Plan-APOCHROMAT:

Muultitasking fur das Live Cell Imaging

Dieses Objektiv wurde fur hochste Anforderungen im Live Cell
Imaging entwickelt. LD LCI Plan-APOCHROMAT bietet neben den
genannten Leistungsmerkmalen aller LCI Objektive einen ausge-
sprochen groBen Arbeitsabstand von 0,57 mm. Mit diesem
Arbeitsabstand kann durch dickere Préparate, wie z. B. durch einen
Hirnschnitt oder einen Whole Mount Embryo, fokussiert werden.
Farbkorrektur und Bildfeldebnung sind sogar identisch mit der
Plan-APOCHROMAT Reihe und markieren maximalen Leistungs-
standard — trotz des hohen Arbeitsabstandes. Hochste Qualitat fur
hochste Sicherheit in der wissenschaftlichen Analyse.

Flexibles Multi-lmmersionsobjektiv mit groBem
Arbeitsabstand fur das Live Cell Imaging
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) o Plan-FLUAR 100x und
\ o Plan-APOCHROMAT 100x: machen Sie

die Zellmembran sichtbar

Das Fluoreszenzverfahren TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)
-~ verlangt nach Objektiven mit ganz besonderen Eigenschaften. Bei
5 dieser Methode werden Fluoreszenzmolekile in einer dinnen
Schicht direkt an der Deckglasoberflache angeregt. Molekulare
Mechanismen im Umfeld der Zellmembran, wie z. B. Transportpro-
zesse, werden so sichtbar — bei Schichtdicken unter 200 nm. Ein
entsprechendes Objektiv muss neben hohem Kontrast und hoher
Auflésung auch eine hohe numerische Apertur von mindestens
1,45 aufweisen. Carl Zeiss hat fur TIRF die beiden Objektive
a Plan-FLUAR 100x mit einer numerischen Apertur von 1,45 und
o Plan-APOCHROMAT 100x mit einer numerischen Apertur von
1,46 entwickelt. Beide Objektive weisen ausgezeichnete Transmis-
sionseigenschaften ab 340 nm auf und sind aufgrund ihrer extre-
men numerischen Apertur auch fur konventionelle Fluoreszenzver-

fahren mit maximaler Auflésung bestens geeignet.

Chromatische Aberration

Einfache Linsen haben fiir unterschiedliche Wellen-
langen, d. h. unterschiedliche Lichtfarben, verschie-
dene Brennweiten. Dieses Phanomen wird als Farb-
streuung (Dispersion) bezeichnet. Chromatische
Aberration macht sich durch schmale rétliche oder
grlnliche Farbsaume um Praparatstrukturen stérend
bemerkbar.

Dieser Farbfehler kann durch geeignete Wahl der
Glassorten mit unterschiedlichen Dispersionswerten
nahezu vollstandig behoben werden. Von praktischer

Bedeutung ist die chromatische Aberration, weil mit
zunehmender Objektivapertur nicht nur das Objekt
scharfer, sondern damit auch die Farbfehler deutlicher
abgebildet werden. Daher stellen hochauflésende
Mikroskopobjektive hochste Anforderungen an die
Beseitigung der Farbfehler. Je nach Korrektionsgrad
unterscheidet man mit zunehmender Farbfehler-
beseitigung ACHROMATE, Fluorit-Objektive und
APOCHROMATE.

Bei Carl Zeiss werden APOCHROMATE fur bis zu
7 Wellenlangen von UV bis IR vollstandig farbkorri-
giert. APOCHROMAT Objektive sind praktisch frei
von Farbsaumspuren. Sie sind erstmals bei Carl Zeiss
1886 von Ernst Abbe berechnet worden. Die Korrek-
tur der chromatischen Aberration ist durch die Aus-
wahl des verwendeten Objektivtyps festgelegt und
kann in der Praxis kaum beeinflusst werden. Ledig-
lich der Gebrauch eines falschen Immersionsmittels
(z. B. Anisol anstelle von Immersionsol) fihrt zu ver-
starkt wahrnehmbaren Farbsaumen.
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Bildfeldwaélbung
Durch den Effekt der Bildfeldwolbung wird eine
flache Struktur auf einer gewolbten Flache abgebildet.

Dieser Bildfehler lasst sich durch geeignete Wahl der
Linsenkrimmungen im Objektiv vollstandig behe-
ben. Objektive mit geebnetem Bildfeld tragen die
Silbe , Plan” in der Bezeichnung. Objektive mit voll-
standig geebnetem Bildfeld wurden 1938 von Hans
Boegehold bei Carl Zeiss erfunden. Je nach Farbkor-
rektur kennt man Plan-ACHROMAT, Plan-Fluorit und
Plan-APOCHROMAT Objektive.

In der Praxis ist die Bildfeldwolbung besonders
storend bei planen Praparaten wie Blutausstrichen
oder histologischen Schnitten. Moderne Objektive
der Plan-NEOFLUAR und Plan-APOCHROMAT Klasse
sind bis zu einem Sehfeld von mindestens 25 mm voll-
standig geebnet.

Deckglaser und Einbettmittel
Deckglaser haben einen entscheidenden Einfluss auf
die Abbildungsqualitdt eines Mikroskops, da sie
optischer Bestandteil des Objektivs sind. Viele Ob-
jektive sind fur eine Deckglasdicke von exakt 0,17 mm
gerechnet. Fir Sonderzwecke, z. B. Ausstrichpra-
parate, gibt es auch Objektive fur unbedeckte Objekte
(Deckglasdicke = 0). Weicht jedoch die Dicke der
verwendeten Deckgldaser vom berechneten Wert
ab, fuhrt dies zu einer deutlich wahrnehmbaren
Bildverschlechterung durch spharische Aberration. Zu
beachten ist auch, dass die Schichthéhe des Einbett-
mediums ebenfalls in die optisch wirksame Deck-
glasdicke mit eingeht. In der Praxis macht sich eine
abweichend wirksame Deckglasdicke ab einer nume-
rischen Apertur von 0,35 bemerkbar. Ab einer nume-
rischen Apertur von 0,7 machen sich bereits kleinste
Abweichungen (+/- 0,01 mm) von der vorgegebenen
Deckglasdicke im Bild bemerkbar. Aus diesem Grund
sind viele hochaperturige Objektive mit einem Korrek-
tionsring ausgestattet.

In der Praxis gehen Sie zur Einstellung des Korrek-
tionsrings bitte folgendermaBen vor:

e Stellen Sie den Korrektionsring am Objektiv auf
0,17 mm bzw. auf eine diesem Wert entsprechende
Markierung.

e \lerwenden Sie eine Praparatstelle mit kleinen
Strukturen und maéglichst hohem Kontrast. Stellen
Sie diese mit dem Feintrieb scharf.

e Drehen Sie nun vorsichtig am Korrektionsring in
eine Richtung und beobachten Sie die Verande-
rung der Abbildungsqualitat — achten Sie dabei vor
allem auf den Kontrast der Abbildung. Dabei geht
in der Regel die Bildscharfe verloren. Diese sollte
durch standiges Nachfokussieren am Feintrieb
nachgefuhrt werden.

Wird die Abbildung schlechter, drehen Sie den Kor-
rektionsring wieder leicht in die entgegengesetzte
Richtung und optimieren die Abbildung so lange, bis
die Strukturen mit hdchstem Kontrast scharf abge-
bildet werden.



Querschnitt eines Objektivs

1
2
3
7
8

. Objektivgewinde

. Anlageflache des Objektivs

. Federsystem fur den Praparateschutz-Mechanismus
. Linsengruppen zur Korrektur von Bildfehlern

. Korrektionsring zur Anpassung an abweichende
Deckglasdicken oder Temperaturen

. Frontlinsensystem

10. Frontlinsenfassung

O
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Qualitat hat viele Seiten.
Hier finden Sie die detailliertesten.

Die Wahl des richtigen Objektivs hangt von vielerlei Faktoren

ab und stellt viele Anwender vor unerwartete Fragen. In der
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Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Postfach 4041, 37030 Géttingen, De
Telefon: +49 (0) 551 5060 660
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