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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

Mikrophotometrie 

VOI1 K. ANTENEN* 

I. Aufgaben und Probleme der Mikrophotometrie 

In der Histologie wird der Wunsch immer st/irker, nicht 
nur die Morphologie der Zelle und einzelner Bestandteile 
zu studieren, sondern den chemischen Aufbau nnd dessen 
VerAnderungen unter best immten Bedingungen. Es stellt 
sich nun die Frage, wie man zu quant i ta t iven Aussagen 
gelangen kann. 

Es war ein erfolgversprechender Gedanke, die Spektral- 
photometrie, die bei makroskopischer Analyse derart 
Wertvolles geleistet hat, ins Mikroskopische auszudeh- 
nen. Entsprechende Arbeiten werden denn auch besonders 
in den letzten Jahren von verschiedenen Forschern aus- 
geffihrt. 

Welches sind nun die Fragen, die den Histologen wie 
den Histochemiker besch~tftigen und die auf histophoto- 
metrischem Wege angegangen werden k6nnten ? 

1. Chemische Analyse einer best immten Stelle (zum Bei- 
spiel des Innern eines Zellkerns), 

2. Lokalisation eines best immten Stoffes, 
3. Konzentrat ion eines best immten Stoffes an einem be- 

s t immten Orte. 
Die Absorptionsanalyse basiert einmal auf der Tatsache, 
dass best immte Substanzen best immte Absorptions- 
spektren aufweisen (das heisst die Absorption ist eine 
Funktion der Wellenl/inge). Vergleicht man analoge 
L6sungen verschiedener Konzentrat ion (abet mit  dem- 
selben <~Lichtweg~), so zeigt es sich, dass die Absorption 
eine Funktion der Konzentration ist. Praktisch wird man 
so vorgehen, dass man die Absorption bei einer bestimm- 
ten Wellenl/inge (und einem best immten Lichtweg, der 
durch die Abmessungen einer Kfivette gegeben ist) bei 
verschiedenen Standardl6sungen verschiedener Konzen- 
tration misst und eine Eichkurve ersteUt. Misst man dann 
bei einer analogen L6sung unbekannter Konzentration 
eine best immte Absorption bei derselben Wellenl~nge, so 
kann deren Konzentrat ion sofort aus der Eichkurve ent- 
nommen werden. Das Vorgehen vereinfaeht sich dann, 
wenn das Beer-Lambertsche Gesetz gilt, was oft der Fall 
ist : 

E = k . c . d .  
E = Extinktionskoeffizient (log i0 des Kehrwertes der 

Transmission), 
k = eine spezifische Konstante, 
c = Konzentration des gel6sten Stoffes, 
d ~ Dicke der absorbierenden Schicht. 

Es ist sofort evident, dass sich die Konzentrat ion zweier 
LSsungen bei Gtiltigkeit dieses Gesetzes wie die entspre- 
chenden Extinkt ionen verhalten. Anstat t  einer Eich- 
kurve gentigt je tz t  ein einzelner Eichwert  (Extinktion bei 
einer best immten Konzentration). 

Die Histophotometrie stellt nun zahlreiehe zus/itzliche 
Probleme. Einmal  ist das Aufstellen einer Eichkurve 
schwierig. Auch wenn es dem Biochemiker gelingt, die in 
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Frage stehende Substanz zu gewinnen (durch Extrakt ion 
zum Beispiel), so ist damit  noch nicht gesagt, dass sie in 
der Zelle bei den dort  vorliegenden hohen Konzentratio- 
nen (wegen der geringen Schichtdichte yon vielleicht eini- 
gen t* mtissen die Konzentrationen ftir Absorptions- 
messungen hoch sein) in demselben Aggregatzustand vor- 
liegt. Der Aggregatzustand spielt aber ftir die Extinktion 
eine sehr wesentliche Rolle (das heisst k im Beer-Lambert- 
schen Gesetz ist eine Funktion des Aggregatzustandes). 
Ein weiteres Problem ist die Schichtdicke, die durch die 
Geometrie der Zelle bestimmt wird. Oberdies werden die 
Priiparate fixiert, was bedeutet,  dass auch der Einfiuss 
dieser Massnahme untersucht werden muss. Die 3 vorhin 
aufgeworfenen Fragen (Analyse, Lok~lisation, Konzen- 
tration) versucht man heute vor allem dutch spezifische 
chemische Reaktionen zu untersuchen, die sich meistens 
yon den sonst fiblichen F/irbemethoden wesentlich unter- 
scheiden. 

Trotz den auftretenden Schwierigkeiten sehen nam- 
hafte Physiologen, Histologen und Histochemiker die 
Histophotometrie als jene Forschungsmethode an, die am 
meisten geeignet erscheint, um in die Geheimnisse des 
Zellchemismus einzudringen. 

Die Histologie stellt wahrscheinlich die h6chsten An- 
sprfiche an ein Mikrophotometer. Andere Anwendungs- 
gebiete sind zum Beispiel: 

1. Die Mineralogie. Zum Beispiel l~sst sich mit einem 
Mikrophotometer genau die Schwiirzung pleochroitischer 
H6fe bestimmen. 

2. Die Technik. Eindringen yon Farbstoffen in Textil- 
fasern, G1/iser, Kunststoffe, Papier usw., Schw~irzung 
bzw. F~irbung yon Filmnegativen usw. 

I I .  Anforderungen an ein Mihrophotometer 

Ein Mikrophotometer ist eine Kombination eines 
Spektralphotometers mit  einem Mikroskop, wie aus den 
vorhergehenden Ausfiihrungen zu entnehmen ist. Es soll 
dazu dienen, Absorptionen bei verschiedenen Wellen- 
l~tngen an verschiedenen, m6glichst eng umgrenzten Pr/i- 
paratstellen zu messen. Falls keine theoretischen oder 
technischen Grenzen gesetzt sind - fiber die sp/iter be- 
richter werden soll - ,  haben sich die Anforderungen nnr 
nach der Praxis zu richten. Die Praxis (vor allem in 
Histologie und Biochemie) verlangt:  

1. M6glichst kleiner <~photometrischer Fleck~ (das 
heisst auszumessender Fleck). Nattirlich m6chte der 
Cytologe Bereiche ausmessen, deren untere Grenze einzig 
durch das Aufl6sungsverm6gen des Mikroskopes gegeben 
ist. Dieses Verlangen begegnet grunds~tzlichen wellen- 
optischen Schwierigkeiten, wie der n~tchste Abschnitt  zei- 
gen wird. Verntinftig ist ein photometrischer Fleck von 
wenigen/ ,  Durchmesser. 

2. Es sollte eine Halbwertsbreite von wenigen m/~ (zum 
Beispiel 2-4 m/~) im sichtbaren Bereiche erreicht werden. 
Im UV sollte sie eher kleiner, im infraroten Bereiche 
dfirfte sie gr6sser sein. Diese Halbwertsbreite ist gegeben 
durch den Verlauf spektraler Absorptionskurven. 

Die Fehlergrenze soll fiir mittlere Durchliissigkeiten bei 
etwa 1% relativem Fehler liegen (hier sind Apparate- 
fehler gemeint). Damit  k6nnen Konzentrationen genii- 
gend genau best immt werden. 

4. Die Bedienung der Apparatur  soll bequem sein; sie 
soll weitgehend automatisiert werden k/Snnen. 
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Diese v ier  P u n k t e  stel len beacht l iche  Anforderungen 
an ein Mikrophotometer .  Die drei ers ten beri ihren vor  
allem die Qual i t~ t  der  Opt ik ,  die Stabi l i tg t  des Zusam- 
menbaus,  Genauigke i t  des Jus t ierens  und  Einstel lens  (und 
damit  Genauigkei t  der  Tischeinstel lung),  die Notwendig-  
keit, gewisse Stel len des St rahlenganges  abzudunkeln  
sowie St reul icht  zu vermeiden .  Die drei ersten Punk te  
allein lassen, sofern m a n  sich auf  das s ichtbare  Gebiet  be- 
schr~nkt, i m m e r  noch einen visuel len oder  einen elektro-  
nischen Messvorgang zu. Dagegen  e r laubt  der  v ier te  
Punkt ,  gerade wegen der  Fo rde rung  der  Automat i s ie rung,  
nut  noeh einen e lektronischen Messvorgang.  Dieser wird 
auch nahegelegt  dadurch ,  dass 

5. n icht  n u t  im sichtbaren,  sondern auch im ul t rav io-  
letten, wenn  m~glich im infraroten Bereich soll gemessen 
werden k6nnen.  Dies m a c h t  - zur  visuellen Beobach tung  
und Scharfs te l lung des Bildes - einen L ich twand le r  not-  
wendig. Die besten Ausff ihrungen funkt ionieren  heute  
elektronisch. 

Wei tere  v o m  Prak t ike r  gestell te Anforderungen  sind: 

6. Universalit~tt.  
a) Das Pr/~parat soll n icht  nur  ausgemessen,  sondern 

ohne ze i t ranbende  Umste l lungen  beobach te t  oder  photo-  
graphier t  werden  k6nnen,  und zwar  mi t  monochromat i -  
schem oder  <,weissem~ Licht .  

b) Es  soll m i t  Leicht igkei t  yon der  Mikrophotomet r ie  
zu gew6hnl icher  Spek t ra lpho tomet r i e  f ibergegangen wer- 
den k6nnen.  Dies ist  dann  erwiinscht ,  wenn  mikropho to -  
metrisch erhal tene  Resu l t a t e  in vitro nachgeprf i f t  werden 
sollen. 

c) Von Interesse sind auch Fluoreszenzmessungen.  Zu 
diesem Zwecke mtisste das L ich t  n icht  vor,  sondern nach 
dem Mikroskop durch  einen Monochromato r  gehen. An- 
dererseits kann  auch hier  monochromat i sehe  Anleuch-  
tung eines Pr~para tes  erwtinscht  sein, um die spektrale  
Vertei lung des Fluoreszenzl ichtes  in Funk t ion  der  ein- 
fallenden LichtwellenlAnge zu ermi t te ln .  

Das P rob l em kann  durch  Anbr ingen  verschiedener  
Fil ter  ger inger  Bandbre i t e  nach dem Pr / ipara t  genfigend 
genau gel6st werden.  

I I I .  Einige Betrachtungen mehr theoretischer Natur 

1. Pho tome t r i s che r  Fleck. Es  wurde  bereits  darauf  hin- 
gewiesen, dass m a n  den pho tomet r i schen  Fleck nicht  all- 
zu klein machen  kann (3-4 p). Der  Grund  liegt dar in :  Je-  
dem kreisf6rmigen Fleck im Pr / ipara t  en tspr ich t  im Zwi- 
schenbild wegen der  Beugung  - selbst  bei Verwendung 
eines ideal  korr ig ier ten  Objek t ives  - ein vergr6sserter  
Fleck, der  aber  yon  konzent r i schen Ringen umgeben  ist. 
Dies bedeute t ,  dass ein Teil  der  Energie  sich nicht  im geo- 
metr isch-opt ischen Bilde des Fleckes findet,  sondern 
ausserhalb. Je  kleiner  nun der  pho tomet r i sche  Fleck ist, 
um so m e h r  Energie  fgllt  n icht  in dessen geometr isch-  
optisches Bild. Diese Verh/~ltnisse werden dargestel l t  
dureh die folgende Abbi ldung,  bei der  die Abszisse x einen 
Kreisdurchmesser  im Objek t  (Prgparat) ,  die Ordina te  y 
den Bruchte i l  der  Energ ie  bedeute t ,  der  durch  das geo- 
metr isch-opt ische Bild erfasst  wird. Aus der Dars te l lung 
geht beispielsweise hervor ,  dass bei e inem photomet r i -  
schen Fleck, dessen ~ dem Auf l6sungsverm6gen 

NA Obj. + NA Kond. 

gleichkommt,  bloss 83% der  Energie  im geometr isch-  
optischen Bilde zu f inden sind, w/ihrend 17% ausserhalb 
durchgehen. 

Wi r  er lauben uns folgende AbschAtzung:  E inen  Kreis  
mi t  ~ x in der  Objek tebene  besitze die Transmiss ion  T~, 
dessen U m g e b u n g  (deren ~ gr6sser sei ats e twa  2 x) hin- 
gegen die Transmiss ion T,.  
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Fig. 1. Energieverlu~te iufolge l~;eugung. 

Der  Antei l  des Lichtes  von x, der  in das geometr i sch-  
opt isehe Bild f/illt, betrRgt  

T 1 • y ( y  i n  % ) .  

Der Antei l  des Lichtes  im geometr i sch-opt i schen  Bild, 
der von F1/ichenelementen ausserhalb x her  s t ammt ,  be- 
tf i igt  angen/ iher t  

T 2 (100 - y). 

Is t  T 1 = T,,  das heisst  das Objek t  gleichm/issig durch-  
sichtig, so bedeu te t  dies, dass im Zwischenbi lde die Fl~t- 
chenhel l igkei t  i iberall  gleich gross ist, n/ imlich 

ot T [100 (%) - y (%) + y (%)] = T .  100 (/o), 

Dies muss nat i i r l ich he rauskommen.  

Wie schon dargelegt  und sp/~ter n/iher ausgef t ihr t  wird,  
miss t  man  beim Pho tome t r i e r en  e inmal  die T ranspa renz  
des interessierenden Fleckes, T l, dann  jene der  U m g e b u n g  
T v und bi ldet  den Quot ien ten  

T1 
7" 2 

Wir  ffagen uns nun, wie gross der  re la t ive  Feh le r  u un te r  
den angenommenen  Umst~tnden wird,  wenn wir u deft- 
nieren als 

falsches Resultat  - richtiges Resultat  
richtiges Resultat  
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T~y + T~(100% - y) T 1 
T 2 T2 

T1 
T2 

= T 1 . y +  T ~ ( 1 0 0 % - y ) -  T 1 / T  t = T t . 1 0 0 %  

T1 

(T 1 - T2) (y - 100%). 

T1 

W e n n  T~ = T2, so e n t s t e h t  ke in  Fehler ,  wie es sein  
muss.  I s t  a b e r  beispielsweise T 1 = 10%,  T 2 = 100% ( T ,  
= 10 T1), so erhAlt  m a n  

u = 9 [100% - y (%)]. 

Dies e r g i b t  bei  e inem p h o t o m e t r i s c h e n  Fleck,  dessen  
a n  de r  Grenze  des  A u f t 6 s u n g s v e r m 6 g e n s  liegt,  e inen  re la-  
t i v e n  F e h l e r  yon  m e h r  als 150%!  

Bei  e inem p h o t o m e t r i s c h e n  Fleck,  dessen  N das  10fache 
des Auf l6sungsvermOgens  betr~igt, be l l iuf t  s ich 100% -- y 
(%) au f  e t w a  2%.  Der  r e l a t ive  F e h l e r  u b e t r ~ g t  d a n n  
weniger  als 20%.  

Diese E r k e n n t n i s s e  zwingen  uns  zu fo lgender  F o t g e r u n g :  

a) Das  L e u c h t f e l d  m u s s  s ich  d e m  Ges ich ts fe ld  eng  an -  
schmiegen ,  das  heiss t ,  es sol l te  im w e s e n t l i c h e n  n u r  de r  
a u s z u m e s s e n d e  F leck  b e l e u c h t e t  sein. W i t  h a b e n  d e s h a l b  
eine L e u c h t f e l d b l e n d e  u n d  ein w i r k s a m e s  (gut  korr ig ier tes)  
B e l e u c h t u n g s s y s t e m  zu fordern .  

b) Die L i c h t s t r e u u n g  muss  s eh r  ger ing  sein.  Dies  ist 
v o r  a l l em eine p r / i p a r a t i v e  F o r d e r u n g .  Der  K o n s t r u k t e u r  
k a n n  ledigl ich  b e i t r a g e n ,  i n d e m  er  d e n  e r s t e n  P u n k t  m6g-  
l ichs t  g u t  bef r ied ig t .  

N e h m e n  wir  an,  wi r  h l i t t en  ein Ges ich ts fe ld  v o m  ~ x 
u n d  d a n e b e n  eine gleichm/iss ig e rhe l l t e  Fl~tche, de ren  
F l i i chenhe l l igke i t  a b e r  - z u m  Beispiel  d u t c h  S t r e u l i c h t  - 
bloss  1% der  Hel l igke i t  des  Ges ich ts fe ldes  b e t r a g e n  soll, 
so zeigt  e ine de r  v o r h e r g e h e n d e n  ana loge  B e t r a c h t u n g ,  
dass,  w e n n  T ,  = 10 T1, i m m e r  n o c h  2 - 3 %  r e l a t i v e r  
Feh le r  e n t s t e h e n ,  w e n n  x d e m  A u f l 6 s u n g s v e r m 6 g e n  en t -  
sp r ich t .  

Es  is t  zu erw~ihnen, dass  die L i c h t s t r e u u n g  a u c h  auf  
d i r e k t e m  Wege  grosse Feh le r  m a c h t ,  n i c h t  n u r  au f  d e m  
U m w e g  f iber  die Aufhe l lung  des  P r A p a r a t e s  u n d  Beugung .  

Wolfeomlornpe 

W e n n  m a n  d a h e r  bloss e twa  1% G e s a m t f e h l e r  de r  Appa-  
r a t u r  zu lassen  will, so wird  n i c h t  zu u m g e h e n  sein,  den  
des  k le ins ten  p h o t o m e t r i s c h e n  Fleckes  

etwa 10 . NA Obj. + NA Kond. 

zu wAhlen 

Dies e r g i b t  fiir ~ = 0,6 p, n.A.  Obj .  = 1,3, n.A. Kond .  = 
0,7 (diese soll n i c h t  zu gross sein) 

;~ = 10 • 0,3/z = 3/ , .  

2. Lichtstreuung und UV. Die ob igen  Aus f i ih rungen  
m 6 g e n  den  G e d a n k e n  nahe legen ,  de r  p h o t o m e t r i s c h e  
Fleck  k 6 n n t e  bei  V e r w e n d u n g  yon  U V  k le iner  g e m a c h t  
werden .  Dies is t  t a t s ~ c h l i c h  de r  Fal l ,  n u t  da r f  de r  d a d u r c h  
e r re i ch te  G e w i n n  n i c h t  zu h o c h  eingesch~ttzt  werden ,  da  
de r  H a u p t f e h l e r  im U V  d u r c h  L i c h t s t r e u u n g  (<,Scat- 
tering+) e n t s t e h t .  Die L i c h t s t r e u u n g  geh t  b e k a n n t l i c h  mi t  
1]~ 4. Dies b e d e u t e t ,  dass  bei  Ve rk i i r zung  de r  Wel lenl~nge  
yon  600 auf  300 m/~ das  S t r e u l i c h t  24 -- 16 × z u n i m m t .  

3. Aperturen. I m  H i n b l i c k  au f  das  Auf lSsungsverm6-  
gen is t  den  A p e r t u r e n  bei  M i k r o p h o t o m e t r i e  ke ine  allzu 
grosse B e a c h t u n g  zu schenken ,  d a  de r  p h o t o m e t r i s c h e  
F leck  i m  Verg le ich  dazu  o h n e h i n  r e c h t  gross sein  muss,  
wie v o r h i n  ausgef f ih r t  wurde .  

Die i i be r s i ch t l i chs t en  u n d  s a u b e r s t e n  VerhAl tn isse  lie- 
gen  d a n n  vor ,  w e n n  de r  p h o t o m e t r i s c h e  F leck  d u r c h  nahe-  
zu para l le les  L i c h t  b e l e u c h t e t  wird,  da  die Absorp t ions -  
gesetze  no rma le rwe i se  u n t e r  d ieser  V o r a u s s e t z u n g  gtiltig 
s ind.  E i n e  E i c h u n g  de r  A p p a r a t u r  fiir v e r s c h i e d e n e  Be- 
l e u c h t u n g s a p e r t u r e n  is t  a l l e rd ings  bei  h o m o g e n e n  PrApa- 
r a t e n  n i c h t  kompl iz ie r t .  E i n e  ger inge  K o n d e n s o r a p e r t u r  
is t  a u c h  erwf inscht ,  weil die SchArfent iefe  (yore Beleuch-  
t u n g s s y s t e m  aus  gesehen)  z u n i m m t ,  w o d u r c h  die durch  
A b e r r a t i o n e n  v e r u r s a c h t e n  Feh le r  v o r  a l l em bei  d ickeren  
O b j e k t e n  k le iner  werden .  D a g e g e n  is t  e ine r e l a t i v  hohe  
O b j e k t i v a p e r t u r  e rwf inscht ,  d a m i t  m6g l i chs t  alles abge-  
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Fig. 2. Strahlengang imn neu konstruierten Mikrophotometer 
(schematisch). 
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beugte Licht ins Objektiv eintreten kann. Mit der Ver- 
kleinerung der Kondensorapertur n immt bei Beibehal- 
tung des Gesichtsfeldes natfirlich der Lichtstrom und da- 
mit die Empfindlichkeit der Apparatur  ab. 

IV. Einige die Konstruktion betreHende Oberlegungen 

Ein Spektralmikrophotometer umfasst grunds~tzlich 
folgende Teile (siehe Abb. 2): 

1. Spektralphotometer mit  einer oder mehreren Licht- 
quellen, Prisma (oder Gitter), Ein- und Austrittsspalt, 
Zwischenoptik. Die Zwischenoptik bildet den Eintr i t ts-  
auf den Austrittsspalt  ab. Das Prisma zeigt Farbdisper- 
sion, so dass das Bild des Eintrittsspaltes farbig ist. Die 
Farbe kann je nach der Stellung des Prismas ver~ndert 
werden. Ffir den sichtbaren Spektralbereich sowie das 
angrenzende UV und IR  erweist sich eine Niedervolt- 
lampe als geeignet. Speziell fiir Messungen im UV wird 
eine Wasserstoff- oder Quecksilberlampe in Frage kom- 
m e n .  

2. Ein leistungsfAhiges Forschungsmikroskop mit Apo- 
chromaten oder Semiapochromaten (fiir den sichtbaren 
Bereich und das niihere UV), einem genau gehenden und 
bequem einzustellenden Tisch sowie Binokulartubus ffir 
visuelle Beobachtung und Scharfstellung. 

3. Ein sehr gutes Beleuchtungssystem, wie im vorigen 
Abschnitt dargelegt wurde. Der Spalt des Monochroma- 
tots wird deshalb mit  Vorteil zuerst auf eine Ebene ab- 
gebildet, in der eine Blende liegt. Diese Btende dient als 
Leuchtfeldblende. Sie wird mit  einer Zwischenoptik und 
dem Mikroskopkondensor in die Prgparatebene abgebil- 
det, wAhrend in der Eintrit tspupille des Kondensors ein 
Zwischenbild der Lichtquelle entsteht (K6hlerbeleuch- 
tung). Der ~ des Leuchtfeldes soll aus praktischen Grtin- 
den etwas gr6sser sein als jener des photometrischen 
Fleckes (kleinster Weft  3-4 /~), aber aus Grtinden der 
Lichtbeugung und -streuung nicht zu gross. Er kann 
5-6 /z betragen (kleinster Wert). Bei gegebener Apertur 
eines Spektralphotometers und vorgegebenem Leuchtfeld 
ist dann die Beleuchtungsapertur des Mikroskopes nicht 
mehr frei wiihlbar. Eine Apertur yon ungefiihr 0,6 ist 
leicht erreichbar, und eine h6here Beleuchtungsapertur 
ist nicht erwfinscht, wie schon dargelegt wurde. 

Die Zwischenoptik muss gemeinsam mit dem Konden- 
sot ein achromatisches System bilden (zuerst einmal 
achromatisch fiir den visuelten Spektralbereich), damit  
der Kondensor bei _~nderung der WellenlAnge nicht nach- 
gestellt werden muss, und soll austauschbar sein gegen ein 
speziell ffir das UV-Gebiet berechnetes System, das leider 
aus recht teuren Gliisern (Quarz und FluBspat) bestehen 
muss, sofern man nicht  Spiegeloptik verwenden will. 

Aus Grtinden der Universalit~it sollte im Beleuchtungs- 
strahlengang ein Ktivettengeh~use angebracht sein, des- 
sen Konstrukt ion erlaubt, wahlweise verschiedene Kii- 
vetten zu durchstrahlen. Eine Leerposition dient for 
Mikrophotometrie. Dutch Entfernen des mikroskopischen 
Pri~parates und Einschieben einer Glaslamelle an dessen 
Stelle kann dann von Mikrophotometerie zu gew6hnlicher 
Spektralphotometerie iibergegangen werden. 

4. Einige Sehfeldblenden, die in einer Zwischenbild- 
ebene liegen und den Durchmesser des jeweiligen photo- 
metrischen Fleckes bestimmen. Es ist verniinftig, mehrere 
Sehfeldblenden (die zum Beispiel in einem Revolver ange- 
bracht sind und wahlweise in den Strahlengang gebracht 
werden k6nnen) zu verwenden. Zwar kann man mit einem 
kleinen photometrischen Fleck alle Aufgaben 16sen, die 
auch einen gr6sseren Fleck zulassen. Ein gr6sserer photo- 

metrischer Fleck hat aber einen gr6sseren Lichtstrom und 
deshalb eine gr6ssere Empfindlichkeit zur Folge. 

5. Einen Binokulartubus, der vor und w~ihrend des 
Messvorganges visuetle Beobachtung des PrAparates er- 
laubt. Ein Okular tr~igt in seiner Zwischenbildebene ein 
Glaspliittchen mit konzentrischen Ringen, die genau den- 
selben Pr~paratausschnitt  umfassen sollen, wie ihn die 
entsprechenden Blenden in einer anderen Zwischenbild- 
ebene darstellen. Diese Korrespondenz muss sehr genau 
sein und erfordert deshalb einen Justiervorgang, bei dem 
an Stelle des Pr~iparates ein Spiegel eingeschoben und das 
Blendenbild mit dem entsprechenden Ring im Okular zur 
l)eckung gebracht wird. 

A b b .  3a .  

Ebenfatls mit Hilfe visuelter Beobachtung werden die 
Pr~iparatebene und das Leuchtfeld scharf eingestellt und 
letzteres zentriert. 

6. Einen Empfitnger fiir Lichtenergie, mit  Vorteil we- 
gen des geringen Lichtstromes ein Photomultiplier (etwa 
10-*-10 -a lm). Da die Photomultiplier ausgepriigte spek- 
trale Empfindlichkeitsmaxima besitzen, benutzt  man fiir 
den Bereich des visuellen Spektrums mit Vorteil deren 
zwei, zum Beispiel 1 P 22 und 1 P 28 (RCA). Der erste be- 
sitzt ein Empfindlichkeitsmaximum bei 400 m# und ist 
brauchbar bis 700-800 m/~. Der zweite besitzt ein Emp- 
findlichkeitsmaximum bei 350 m/~ und ist brauchbar bis 
600-700 mp. Wahlweise kann der eine oder andere in den 
Strahlengang eingeschaltet werden. 
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Abb. 3b. Schema eines I)hotomultipliers. 

7. Einen elektronischen Messteil, um die von den 
Photomultipliern erzeugten Str6me zu messen. Ftir den 
gew6hnlichen, manuellen Gebrauch des Ins t ruments  kann 
er prinzipiell so konstruiert sein, dass der Photostrom am 
Gitterableitwiderstand einer Elektrometerr6hre zum Bei- 
spiel eine GitterspannungsAnderung hervorruft. Diese 
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Anderung  kann  durch  En tgegenscha l tung  dersetben 
Spannung  kompens ie r t  werden.  Scha l te t  m a n  ill den  
Anodenkre is  der  Vers t~rkerr6hre  ein Nul l ins t rument ,  so 
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Abb, 3c. Spektraic Empfindliehkeit des Photomultiplier.q 

l~sst sich die erfolgte  Gi t t e rvorspannungsXnderung  er- 
mi t t e ln  und  ist  ein Mass ii ir  die Gr6sse des Photos t romcs ,  
dami t  auch  filr den Lichtf luss  und  demzufolge  fiir die 
Transmission.  Die Gi t t e rvorspannungs~nderung  kann  
i iber ein (zum Beispiel  in Prozen t  Transmiss ion geeichtes) 
P o t e n t i o m e t e r  kompens ie r t  werden.  Die Schal tung muss 

InIormazioni [EXPERIENTIA VOL, xIv/5] 

so ausgeffihrt  sein, dass an  e inem andern  Po ten t iomete r  
der  Dunke l s t rom abgeglichen und an e inem weiteren 
P o t e n t i o m e t e r  die Empf ind l i chke i t  kont inuier l ich  ge- 
~nder t  werden  kann (damit  m a n  bei angegebener  Halb- 
wer tsbre i te  des Lichtes,  das heisst  vorgegebener  Spatt- 
brei te  die Transmiss ion  irgend einer Pr~para ts te l le  - zum 
Beispiet der  U m g e b u n g  - willkfirlich auf  100% stel len und 
dami t  die Transmiss ion irgend einer anderen  Priiparat-  
stellc re la t iv  zur  ers teren d i rekt  messen und  ablesen 
kann). D a m i t  die Appara te feh le r  1% nicht  tiberschreiten, 
darf  die E lek t ron ik  allein nur  Fehler  yon einigen Promille 
machen.  Pho tomul t ip l i e r  und Verst~trkerr6hren mfissen 
also mi t  hochstabi len  Spannungen  bedien t  werden,  die 
am besten Ba t t e r i en  en t s t ammen .  

Der  Messvorgang soil wei tgehend  au tomat i s i e r t  werden 
k6nnen.  Das Pr i sma (Monochromator)  muss deshalb 
au tomat i sch  (mit  e inem Motor) gedreht  und die Elektro-  
nik mi t  e inem Nachlaufschre iber  v e r b u n d e n  werden  k6n- 
hen. In  diesem Falle  wird nicht  eine Kompensat ions-  
schal tung benutz t ,  sondern der  Nachlaufschre iber  wird 
im Pr iaz ip  wie ein d i rektanzeigendes  Mess ins t rument  in 
den Anodenkreis  einer  VerstXrkerr6hre geschaltet .  

8. E inen  mikrophotograph ischen  Tell.  Es muss mSglich 
sein, das t?r~tparat vor  oder  nach der  Messung auf  be- 
queme  Ar t  zu photographieren .  Der  S t rah lengang  muss 
also ans t a t t  auf  den Pho tomut t ip l i e r  durch  einfaches 
E inscha l t en  eines Pr i smas  auf  eine P h o t o k a m e r a  umge- 
lenkt  werden  k6nnen.  Gleichzei t ig ist  b inokulare  Beob- 
ach tung  m6glich.  

E in  universel les Ger~t  er forder t  auch AusbaufXhigkeit 
fiir Messungen im UV, eventue l l  im Inf raro t .  An  die 
Stelle visueUer Beobach tung  im Binoku la r tubus  kann 
dann  elektronische I~ber t ragung auf  einen Leuchtschi rm 
t r e t en  (,( Fernsehmikroskop  ~)). 
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Abb. 4. Gesamtbild des neuen Mikrophotometers (schematisch) 
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V, Praktische A us/i~hrung 

Die angestellten t3berlegungen fiihrten zur Konstruk- 
tion eines neuen Mikrophotometers (Abb. 4*). 

Der Monochromator (es handelt  sick um ein Beckman- 
Modell) ist stabil in einem zweckm~ssigen Tisch einge- 
baut, der in mehreren F/~chern die notwendigen Zubeh6re 
enth~ilt (8-V-Akku, Stabilisatorger~Lt zum stetigen Nach- 
laden des Akku, Batteriekasten mit  Trockenbatterien zur 
Speisung der Photomultiplier). 

AIs Mikroskop wird das neue Forschungsmodell M20 
in modifizierter Form verwendet. Ein spezietler Stutzen 
fiir lVIikrophotometrie und Mikrophotographie (dieser 
Stutzen tr/igt die verschiedenen Sehfeldblenden, ein 
Photomultipliergeh~iuse und, wenn erwiinscht, die AuG 
satzkamera II) kann zwischen Binokulartubus und Stat iv 
eingesetzt werden. Die Tischtriebe wurden zwecks ge- 
nauerer und bequemerer Einstellbarkeit  eines best immten 
Pr/iparatausschnittes modifiziert. 

T('/.) 

spannung 8 V betrieben werden kann. Der Tisch trAgt ein 
Schaltbrett, auf dem alle Schalter, Messinstrumente (fiir 
Lampenspannung und Einstellung der Stabilisierung) 
und Kontroll~mpchen tibersichtlich angeordnet  sind. Die 
]3edienungskn6pfe der Etektronik, des Prismas und des 
Spaltes bilden die Fortsetzung des Schaltbrettes auf dem 
Tisch. 

Je nach Wunsch k6nnen durch einfache Manipulationen 
ein Motor zur automatischen Drehung des Prismas (SERA) 
und ein Nachlaufschreiber angeschlossen werden. Der 
ganze Aufbau des Apparates wurde so gew~hlt, dass der 
Anwendungsbereich nicht auf die Histologie nnd Histo- 
chemie beschrAnkt bleibt, sondern auch auf andere Ge- 
biete wie die Mikrochemie, Mineralogie usw. ausgedehnt 
werden kann. Daher wurde auch an Stelle der iiblichen 
Bezeichnung Histophotometer der mehr allgemeine Aus- 
druck Mikrophotometer gewAhtt. 

Herrn Professor Dr. GOTTSCHEWSKI, Max-Planck-Institut ffir 
Tierzucht und Tierern/thrung, Mariensee/Trenthorst, in~Sehte ich fiir 
seine vielseitigett Anregungen an dieser Stelle bestens danken. 
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Abb. 5. Durchl~ssigkeitskurve eines Erythrozyten. 

Der fiber den Monochromator fiihrende Strahlengang 
wird tiber einen sehr genau einstellbaren, im Tisch einge- 
bauten Spiegel ins Mikroskop umgelenkt. Dieser Spiegel 
dient auch zur Zentrierung des Leuchtfeldes. Die Be- 
leuchtung des Pr~parates kann entweder mit  monochro- 
matischem oder ,weissem~ Licht (yon einer Niedervolt- 
lampe) erfolgen, wobei die Niedervoltlampe mit  der 
stabilisierten Normalspannung 6 V oder zur Erh6hung der 
Empfindlichkeit mit  der ebenfalls stabilisierten ~ber -  

* Hcrstellerfirma: Wild Heerbrugg, Heerbrugg (St. Gallen). 

Summary  

The possibilities of microphotometry, and the demands 
to be made upon a microphotometer,  are investigated and 
the resulting principles for construction are discussed. The 
advantage of a stable combination of a one-ray spectro- 
photometer with a high performance research microscope 
is stressed, The use of a photomultiplier as receiver o f  
light energy is recommended, owing to its high degree of 
sensitivity. The preparation can be observed through a 
binocular tube and photomicrographs taken with a 
photomicrographic camera. A cell holder built  into the 
illumination system serves for the usual spectrophoto- 
metry and the results obtained microscopically can be 
compared with macroscopic measurements. The illumina- 
t ion can rapidly be changed from monochromatic to 
'white '  light (originating from a low voltage lamp, for 
visual observation, photography, fluorescence measure- 
ments). 

The smallest photometric spot by which exact absorption 
measurements in the visible spectral region can be made, 
has a diameter of about 3 /~. A well adjusted field dia- 
phragm is of decisive importance. 

I t  should be possible to arrange a considerable degree 
of automation in the measuring process, 
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