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1. Einleitung

2012 feiert eine der bedeutendsten technischen Entwick-
lungen der Nanowissenschaften ihren 100. Geburtstag — eine
Erfindung, die es ermoglichte, das Verhalten kolloidaler Lo-
sungen zu untersuchen, und die als Beginn der modernen
Nanotechnologie verstanden werden kann: das Immersions-
Ultramikroskop.

Farbige Glédser aus der romischen Antike begeistern
Historiker seit langem. Eines der bedeutendsten Belegstiicke
dieses antiken Glases ist der im Britischen Museum ver-
wahrte Kelch des Lykurg aus dem 4. Jahrhundert.l'! Der Kelch
erscheint im reflektierten Licht blass griin, wechselt aber
seine Farbe in durchstrahlendem Licht in leuchtend helles
Rot.”l Verantwortlich fiir diesen Farbumschlag sind kolloi-
dale Nanopartikel aus einer Silber-Gold-Legierung, die in der
Glasmatrix des Kelches eingebettet sind.”! Aus der rémischen
Antike ist keine Uberlieferung erhalten, die Aufschluss dar-
iber geben konnte, wie es den antiken Hiitten gelang, Glidser
mit kolloidalem Metall zu schmelzen. Uber 1300 Jahre
nachdem dieser Kelch geschaffen wurde, erschienen im 17.
Jahrhundert zahlreiche Publikationen zur Herstellung von
kolloidalem Gold. Die am héaufigsten zitierte, wenn auch
nicht die erste, stammt von Andreas Cassius und wurde 1685
verdffentlicht.* Es sollte weitere zwei Jahrhunderte dauern,
bis Michael Faraday (1791-1867) Vermutungen iiber die
GroBe dieser fein verteilten Goldpartikel anstellte. Die Er-
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gebnisse seiner Arbeiten zu den ,,Goldsolen* fiithrte Faraday
im Jahre 1857 im Rahmen seines Vortrags ,,Bakerian Lecture:
Experimental Relations of Gold (and Other Metals) to Light*
vor.”! Er nahm an, die Farbe seiner Goldlosungen sei auf die
GroBe der Metallpartikel zuriickzufithren. Faraday verwen-
dete ein Projektionsmikroskop, um zu zeigen, wie sich durch
die Reduktion von Gold in zunehmend kleinere Partikel eine
rubinrote Fliissigkeit bildete. Mit der Hilfe eines Mikroskops
demonstrierte er, wie sich die Losung blau firbte, als er dem
Goldsol Salz beimischte. Obwohl er die Farbdnderungen
nicht erklidren konnte, vermutete er eine reine Groflenidnde-
rung der Partikel als Grund fiir die sich ergebenden unter-
schiedlichen Farben. Wihrend er die tatsdchliche Grofe der
farbgebenden Partikel nicht kannte, vermutete er, dass die
Lichtwellenldnge im Verhiltnis zu den Abmessungen der
Partikel grof sei. Einer seiner Objekttréager, die Faraday fiir
die Experimente wihrend dieses Vortrags verwendete, wird
heute im Whipple Museum of the History of Science an der
University of Cambridge verwahrt.’!

Es dauerte nahezu ein weiteres halbes Jahrhundert bis es
dem Chemiker Richard Zsigmondy (1865-1929) gemeinsam
mit dem Physiker Henry Siedentopf (1872-1940) gelang,
durch die Einfiihrung einer neuartigen Mikroskopiemethode
die GroBe kolloidalen Goldes zu ermitteln. Interessanter-
weise erfuhr Zsigmondy von den Arbeiten Faradays erst
nachdem es ihm gelungen war, kolloidales Gold in einer
schwach alkalischen Losung durch Reduktion von Gold-
chlorid mit Formaldehyd zu erzeugen. Nachdem Zsigmondy
Zugriff auf Faradays Arbeiten hatte, iibernahm er dessen
Ansatz und verwendete Phosphor als Reduktionsmittel. Die
wihrend seiner Versuche mit Formaldehyd gesammelten ex-
perimentellen Erfahrungen ermoglichten es Zsigmondy, beim
Einsatz von Phosphor feinste Goldpartikel zu erzeugen.
Diese feinen Partikel sollte spiater Theodor Svedberg fiir
seine Diffusionsexperimente nutzen.®! Doch wie war es
Zsigmondy moglich, die Grofle und Masse seiner Kolloide zu
bestimmen ?

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts gab es zahlreiche Be-
strebungen, die Auflosungsgrenze optischer Mikroskope zu
verbessern. Die meisten Ansdtze bauten auf den theoreti-
schen Arbeiten zur Auflosung von Hermann von Helmholtz
und Ernst Abbe auf. Entsprechend wurden Mikroskop-
objektive mit (sehr) hoher numerischer Apertur eingefiihrt
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bzw. fiir die mikroskopische Abbildung immer kiirzere Wel-
lenldngen bis ins Ultraviolett verwendet. Zum Beispiel wur-
den Immersionsfliissigkeiten wie Monobromnaphthalin fiir
Immersionsobjektive mit numerischer Apertur von 1.60 ein-
gefiihrt,””! sowie monochromatische Objektive fiir die UV-
Mikroskopie bei einer Wellenlinge von 275 nm.'” Zsig-
mondy und Siedentopf verfolgten einen alternativen Ansatz
zur Erhohung der Auflosung mittels einer neuartigen Dun-
kelfeldbeleuchtung. Um die herausragenden Eigenschaften
ihrer Erfindung hervorzuheben, tauften sie ihr Instrument
,Ultramikroskop“. Wahrend Zsigmondy umfangreiche Stu-
dien mit seinem Ultramikroskop anstellte und dabei Gold-
nanopartikel mit Abmessungen unter 4 nm in Festkorpern
untersuchte,""! hielt Jean-Baptiste Perrin 1908 mit dem Ul-
tramikroskop die Bewegung von Nanopartikeln fest."?! Mit-
hilfe dieses Instruments gelang es Perrin experimentell, die
theoretischen Voraussagen zur brown’schen Bewegung von
Albert Einstein und Marian von Smoluchowski iiber die
Existenz von Atomen zu bestitigen.!'>'%! Zsigmondys Ansatz
ermoglichte demnach erstmals das eingehende Studium der
Kolloide; entsprechend kann man diesen Zeitpunkt als den
Beginn moderner Nanotechnologie verstehen.

Zsigmondys Erfindung sollte zur Verleihung von drei
Nobelpreisen fithren und jene Arbeiten ermoglichen, die mit
zahlreichen weiteren verbunden sind. Richard Zsigmondy
selbst wurde 1925 mit dem Nobelpreis fiir Chemie geehrt, in
Anerkennung seiner ,,Aufkldrung der heterogenen Natur
kolloidaler Losungen sowie fiir seine dabei angewandten
Methoden, die grundlegend fiir die moderne Kolloidchemie
sind“." Im folgenden Jahr wurde Perrin mit dem Nobelpreis
fiir Physik fiir seine mit dem Ultramikroskop durchgefiihrten
Arbeiten iiber die diskontinuierliche Struktur der Materie
ausgezeichnet. Svedberg wurde 1926 mit dem Nobelpreis fiir
Chemie geehrt, in Anerkennung seiner Arbeiten zu dispersen
Systemen," insbesondere fiir seine Ultrazentrifuge, die er
»in Analogie zur Bezeichnung des Ultramikroskops® getauft
hatte.!")

Kaum eines dieser Ultramikroskope hat die Zeit in
funktionsfihigem Zustand tiberdauert. Fiir diesen Essay ha-
ben wir einige der historischen Experimente unter Verwen-
dung eines originalen Ultramikroskops, wie es von Zsig-
mondy eingesetzt wurde, wiederholt. Die damit gewonnenen
Ergebnisse haben wir mit jenen moderner wissenschaftlicher
Methoden verglichen.

Timo Mappes promovierte 2006 im Maschi-
nenbau. 2011 habilitierte er sich im Fach
Mikrosystemtechnik am Karlsruher Institut
fiir Technologie (KIT). Er arbeitet an der
Umsetzung optofluidischer Lab-on-a-Chip-
Systeme aus Polymeren fiir Anwendungen
in der Biophotonik. Insbesondere realisiert er
die Integration miniaturisierter Festkorper-
und Fliissigfarbstofflaser auf Polymerchips.
Mit seiner Gruppe fiihrte er eine neuartige
Form aktiver Mikroresonatoren zur Verwen-
dung als markerfreie Sensoren ein. Neben
seinen Forschungen sammelt er seit 1995
antike wissenschaftliche Mikroskope.
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2. Extreme Dunkelfeldmikroskopie

Zsigmondy studierte in Wien Chemie und promovierte
1889 in Miinchen. Nach einer Anstellung als Postdoktorand in
Berlin wechselte er an die Universitdt Graz und wurde 1897
schlieBlich wissenschaftlicher Mitarbeiter der Schott-Werke
in Jena. Wihrend Zsigmondy 1898 an Rubinglidsern arbeitete
gelang es ihm, deren Farbgebung auf fein verteiltes kolloi-
dales Gold zuriickzufiihren, das durch thermische Reduktion
von Goldchlorid mittels Zinn(IT)-chlorid entsteht.””) Nach-
dem er eine Reihe Gliser hergestellt hatte, die kolloidales
Gold enthielten und welche in blauer, violetter und roter
Farbe erschienen, wollte Zsigmondy unter Kenntnis des je-
weiligen Goldgehaltes die Teilchengrofle des suspendierten
Goldes bestimmen. Hierfiir entwickelte Zsigmondy gemein-
sam mit Siedentopf, der zu jener Zeit wissenschaftlicher
Angestellter bei Carl Zeiss in Jena war, eine neuartige Dun-
kelfeldmethode. Als Proben nutzten sie Glasstiicke, deren
Goldgehalt im Laufe des Herstellungsverfahrens bestimmt
wurde. Mittels eines konvergenten Strahles hellen Sonnen-
lichts beleuchteten sie ein genau definiertes Volumen in jeder
Glasprobe. Das Licht wurde an den Goldkolloiden gestreut
und formte Tyndall-Kegel. Diese Kegel wurden beobachtet
und mit einem herkommlichen Mikroskop, das senkrecht zur
Beleuchtungsachse ausgerichtet war, gezdhlt (Abbil-
dung 1).'Y Nun reichte eine einfache Rechnung aus, um die
mittlere Partikelgrofle zu bestimmen, da man die Goldkon-
zentration kannte, das untersuchte Volumen definierte und

a)

b)
Mikrosko pobjectiv
Beugungskegel.

-- soweit er zur Abbildung
beniitzt wird

Condensor

Belcuchtungskegel

Abbildung 1. Urspriinglicher Aufbau zur Ultramikroskopie. a) Ein Block
aus Rubinglas (b) wird durch eine Linse (L) tiber einen Spiegel mit
Sonnenlicht beleuchtet."! b) Schematische Darstellung von Kondensor
und Mikroskopobjektiv dieses Aufbaus, entsprechend der Original-
arbeit."! Die eingeschrinkte nutzbare numerische Apertur der Optiken
wird gut sichtbar.
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die Anzahl der darin enthaltenen Partikel durch Auszéhlen
erfasst hatte.

Als ,,orthogonal-plane fluorescence optical sectioning
(OPFOS)“ biologischer Objekte wurde eine dhnliche Konfi-
guration 1993 entwickelt.”!! Unter Verwendung zweier un-
abhéngiger Linsensysteme zur Beleuchtung und Beobach-
tung wurde 2004 hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie als
eine weitere Abwandlung von Zsigmondys Idee eingefiihrt:
Lichtscheiben-Mikroskopie, bekannt unter den englischen
Abkiirzungen , light sheet fluorescence microscopy (LSFM)“
bzw. ,selective plane illumination microscopy (SPIM)«.12%!

Die Untersuchung der Festkorperproben motivierte
Zsigmondy zum Studium der Gold-Hydrosole mit dem auf
einer optischen Bank montierten ,,Spalt-Ultramikroskop®
(Abbildung 2).** Die zu untersuchende Fliissigkeit wurde in
eine Kiivette eingefiillt, die iiber zwei Fenster aus Quarzglas

a) b)

Abbildung 2. Spalt-Ultramikroskop fiir die Beobachtung von Nanopar-
tikeln in wéssriger Lésung von Carl Zeiss Jena. a) Einstellbarer Spalt
auf einem Reiter flir optische Binke, zur Verwendung fiir die Spalt-
Ultramikroskopie, hergestellt um 1910. b) Grof3es Forschungsmikro-
skop mit Kiivette fiir die Ultramikroskopie. c) Abbildung eines derarti-
gen Mikroskops mit montierter Kiivette in einer Druckschrift des Her-
stellers aus 1907.%4

verfiigte. Ein Spalt (Abbildung 2a) wurde mit einem Mikro-
skopobjektiv durch das eine Fenster in das Volumen im In-
nern der Kiivette projiziert (Abbildung 2 b,c) und beleuchtete
hier ein streng definiertes Gebiet. Ein Wasser-Immersions-
objektiv mit groBem Arbeitsabstand (40 x , N.A. 0.75) wurde
verwendet, um die Tyndall-Kegel der suspendierten Nano-
partikel zu beobachten (Abbildung 3). Die apparativen Ent-
wicklungen des Teams Zsigmondy & Siedentopf konnten
rasch kommerzialisiert werden und ermoglichten so eine
weite Verbreitung in der Wissenschaft.”

3. Nanopartikel in einer durch die Objektive ge-
formten Kiivette

Nachdem Zsigmondy 1908 auf den Lehrstuhl fiir Anor-
ganische Chemie an die Universitdt Gottingen berufen wur-
de, nahm er Kontakt zum dort ansdssigen Mikroskop-
hersteller Winkel auf, um die Apparaturen der Ultramikro-
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Abbildung 3. a) Zeichnung der Beleuchtungssituation aus dem Jahre
1907.24 b) Detailaufnahme eines zeitgendssischen Aufbaus entspre-
chend Abbildung 2b: Wasser-Immersionsobjektiv Zeiss D* (40x, N.A.
0.75) mit montierter Kiivette, das Quarzfenster fiir die Beleuchtung ist
orthogonal zur optischen Achse des Mikroskopobjektivs gut sichtbar.

skopie fiir die Untersuchung noch kleinerer Nanopartikel zu
verbessern.*!

Uber einen Zeitraum von drei Jahren entwickelte Zsig-
mondy gemeinsam mit Albert und Hermann Winkel das
Immersions-Ultramikroskop als vollkommen neues Mikro-
skopstativ (Abbildung 4) mit zwei eigens dafiir zu verwen-
denden Objektiven.””! Im Jahre 1912 wurde ein Patent auf
diese Erfindung angemeldet, die ausschlielich dazu diente,
Nanopartikel in wissriger Losung zu untersuchen.

Eine der groBten Herausforderungen fiir die Erfinder war
dabei der kurze Arbeitsabstand der hochaperturigen Im-
mersionsobjektive. Allein die mechanische Fassung der
Standardlinsen verhinderte die Fokussierung des einen Ob-
jektivs auf den vom anderen Objektiv projizierten Spalt,
wenn beide Objektive orthogonal zueinander angeordnet
waren. Daher wurden bei den beiden neu eingefiihrten Ob-
jektiven jeweils die Frontlinsen inklusive deren Fassung an

a) { Zu der Patentschrite 268876 b)

Abbildung 4. |mmersions-Ultramikroskop von R. Winkel und Winkel-
Zeiss in Géttingen. a) Technische Zeichnung des urspriinglichen Mi-
kroskopstativs aus der Patentschrift DRP 268876 von 1912.% b) Im-

mersions-Ultramikroskop aus dem Jahr 1930. Die auf diesem Schutz-
recht basierende Konstruktion verwendeten wir zur Wiederholung der
historischen Experimente.
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einer Seite teilweise angeschliffen und poliert. Abbildung 5a
zeigt das Beobachtungsobjektiv mit der unter 45° ange-
schliffenen Frontlinse. Bei der Anndherung des einen Ob-
jektivs mit seiner angeschliffenen Frontlinse und Fassung an

Abbildung 5. Immersions-Ultramikroskop von Winkel-Zeiss Géttingen.
a) Wasser-Immersionsobjektiv 6.2 mm, N.A. 1.05 zur ausschlieflichen
Verwendung mit diesem Stativ. Die Frontlinse und deren Fassung ist
unter einem Winkel von 45° angeschliffen und zeigt daher eine in die
Lange gezogene Form. b) Detailaufnahme der beiden am Mikroskop
montierten Objektive.

das andere (Abbildung 5b) verblieb nur ein kleiner Spalt
zwischen beiden Objektiven. Dieser Spalt konnte selbst als
Kiivette zur Beobachtung am ,,Hangenden Tropfen* dienen:
Die zu untersuchende Probe diente selbst als Immersions-
fliissigkeit. Als weiterer Vorteil konnte das Probenvolumen
minimiert werden, da zur Charakterisierung mit dem Mi-
kroskop nur ein Tropfen notwendig war.

4. Historische optische Experimente im Vergleich
mit moderner Technologie

Da die wissenschaftlichen Zeitschriften aus der Zeit
Zsigmondys noch keine Farbfotografien wiedergaben, sind
fast alle Beschreibungen seiner Entdeckungen nur in Text-
form erhalten. Bei den ersten Illustrationen seiner Ergebnisse
handelt es sich um farbige Zeichnungen, die keine ausrei-
chenden Details zeigen, 3" ein unmittelbarer Vergleich mit
unseren Ergebnissen ist daher nicht moglich. Der qualitative
Vergleich mit einem seiner Experimente konnte jedoch
durchgefithrt werden. Auf diese Weise konnte seine rein
textliche Beschreibung der optischen Untersuchung der Na-
nopartikel um 1) Mikroskopaufnahmen, 2) transmissions-
elektronenmikroskopische (TEM) Bilder und 3) Spektral-
analysen vervollstindigt werden. Hierfiir montierten wir das
in Abbildung 4b gezeigte Mikroskop auf einer optischen
Bank. Da wir weder eine zeitgenossische Kohlebogenlampe
noch den Uhrwerkheliostaten (um auf einen hellen Sonnen-
tag zu warten und die Bedingungen aus Zsigmondys Zeit zu
simulieren) zur Verfiigung hatten, nutzten wir stattdessen
eine fasergebundene Halogen-Lichtquelle Fiber-Lite MI 150
(Dolan-Jenner, Boxborough, MA, USA). Mit sphérischen
Linsen und einem Prézisionsspalt auf einer optischen Bank
formten wir den Beleuchtungsstrahl. Der gesamte optische
Aufbau lehnte sich an die zeitgendssische Gebrauchsanlei-
tung des Mikroskops an; das Bild des Spaltes wurde in der
Fokusebene der beiden Objektive abgebildet.’!*! Als Proben
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verwendeten wir wassrige Losungen mit Gold- und Silber-
nanopartikeln, die Abmessungen zwischen 20 und 80 nm
aufwiesen. An Stelle eines Okulars und einer Plattenkamera
verwendeten wir fiir die Abbildung der Mikroskopbilder eine
Okularkamera EM-510 (BigCatch, Torrance, CA, USA).
Abbildung 6 zeigt unseren Vergleich: In einer kolloidalen
Silberlosung, die nach der EDTA-Methode (Ethylendiamin-
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Abbildung 6. Untersuchte kolloidale Lésung. a) Ultramikroskopisches
Bild aufgenommen mit dem Immersions-Ultramikroskop aus Abbil-
dung 4b, ausgestattet mit einer Okularkamera. b—d) Dunkelfeldaufnah-
men (oben) und TEM-Aufnahmen (unten) einzelner Silbernanopartikel,
inklusive der entsprechenden Einzelpartikelspektren der nahezu sphiri-
schen (b, c) und prismatischen (d) Partikel. Ein Video der Aufnahme
in Abbildung 6a findet sich in den Hintergrundinformationen.
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tetraacetat) hergestellt wurde, beobachteten wir mit dem
Immersions-Ultramikroskop lebhafte bunte Partikel vorwie-
gend in Griin, doch teilweise auch in Blau und Rot (verglei-
che Video in den Hintergrundinformationen). Mithilfe von
TEM-Aufnahmen untersuchten wir die Abmessungen und
Formen der Silbernanopartikel. Wir bestimmten eine Mi-
schung aus sphirischen Nanopartikeln und einigen Drei-
ecksprismen in der Grofenordnung um 50 nm. Seit den
1990er Jahren ist wieder ein steigendes Interesse an Gold-
und Silbernanopartikeln zu verzeichnen; zahlreiche Publika-
tionen beschreiben den Zusammenhang zwischen der Form
der Nanopartikel und ihrer Oberflichenplasmonenreso-
nanz.P¥! Einzelpartikelspektroskopie erlaubt die Zuordnung
der Partikelgroe und -form zu den entsprechenden spek-
troskopischen Eigenschaften (Farbe) der Partikel, selbst fiir
eher heterogene Losungen wie die von Zsigmondy verwen-
deten.

In Ubereinstimmung mit der historischen Publikation
hingt die Farbe der Tyndall-Kegel von der Form der Nano-
partikel ab. Wihrend Zsigmondy in der Annahme, die Par-
tikel seien wiirfelformig, keine Korrelation zwischen der
Farbe der Tyndall-Kegel und deren GroBe finden konnte,
erklirte er den Farbunterschied damit, dass sowohl das Ma-
terial als auch insbesondere die Form der Partikel die beob-
achteten Farben beeinflussten.® Zsigmondy beschrieb in
Bredigs kolloidaler Silberlésung (3.8 mg Ag~'100 g~' Losung)
sich lebhaft bewegende Nanopartikel in Blau, Violett, Gelb,
Griin und Rot.’ Die Abmessungen der Partikel berechnete
er unter der Annahme einer Wiirfelform zu 50-77 nm."”!

5. Zusammenfassung

Zsigmondy konnte die Farbe der Tyndall-Kegel der sich
bewegenden Nanopartikel nur in Textform beschreiben. Erst
viele Jahrzehnte nach seinem Tod war es technisch moglich,
seine Annahmen zu bestidtigen. [hm wurde der Nobelpreis
verliehen fiir seine Arbeiten auf dem Gebiet der Kolloide
sowie fiir die von ihm eingefiihrten innovativen Methoden,
die er einsetzte, um den Nanokosmos sichtbar zu machen.

Mit seiner Erfindungen war er moglicherweise der erste
Mensch, der die brown’sche Bewegung von Nanopartikeln in
Losung beobachten konnte und diese zudem durch Parame-
tervariationen wie Konzentrationen und Partikelbeschich-
tungen kontrollierte. Diesen Zeitpunkt kann man daher als
den Beginn des modernen Nanotechnologiezeitalters verste-
hen.

An einer kolloidalen Losung wie sie Zsigmondy be-
schrieb,™ konnten wir durch Anwendung originaler Appa-
raturen aus der Zeit Zsigmondys und modernster Charakte-
risierungstechnik an der gleichen Probe einen direkten Ver-
gleich zwischen den unterschiedlichen Methoden ziehen. Wir
bestiitigten beide seiner Vermutungen: 1) Die GroBe und
Form der Nanopartikel ist in der von ihm erwarteten Gro-
Benordnung und 2) die Spektren der Tyndall-Kegel stimmen
mit seiner textlichen Beschreibung iiberein. Es ist beachtlich,
dass lange bevor diese kleinsten Partikel im Detail beschrie-
ben wurden, Zsigmondy und seine Kollegen ihre experi-
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mentellen Ergebnisse richtig interpretierten und damit den
Grundstein der heutigen Nanotechnologie legten.

Es sollte nach diesen Erfindungen und den damit ge-
machten Entdeckungen zwei weitere Jahrzehnte dauern, bis
Ernst Ruska (1906-1988) und Max Knoll (1897-1969) im
Jahre 1932 das Transmissionselektronenmikroskop vorstell-
ten.””! Ruska und seine Kollegen konnten die Auflésung der
Elektronenmikroskopie (EM) bis auf 10 nm senken,® mit
dieser Technologie war es aber nicht moglich, fliissige Medien
zu untersuchen.

Zsigmondy und seine Kollegen beobachteten sich bewe-
gende Nanopartikel. Die heutige Ultramikroskopie 16st Be-
wegung der atomaren Skale durch Anwendung ultraschneller
EM als vierdimensionale Elektronenmikroskopie auf, eine
detaillierte Zusammenfassung dieser Arbeiten hat Ahmed H.
Zewail verfasst.™ Die von Zsigmondy und Siedentopf ein-
gefithrte Lichtscheiben-Mikroskopie hat sich zu OPFOS,
LSFM und SPIM weiterentwickelt und findet in der biologi-
schen Forschung weite Verbreitung.*'?! Die Rekonstruktion
von Bildern aus der Weitfeldmikroskopie erlaubt molekulare
Auflosungen, ! und aus der Mikroskopie ist die Nanosko-
pie hervorgegangen.*!
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