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1 Einleitung

Unter dem Begriff Hochdruck versteht man Dricke Uber 1000 bar. Auf der Erde kom-
men solch hohe Drucke in naturlicher Form in der Tiefsee und im Erdinnern vor. So
herrscht an der tiefsten Stelle des Ozeans im Mariana Graben (11°22°N, 142°25°0) ein
Druck von ca. 1000 bar bei einer Temperatur von 2 °C [1, 2]. Im Erdinnern, so wird

vermutet, herrschen bis zu 35000 bar [3].

In der Lebensmitteltechnologie wird versucht, mit Hilfe von kinstlich erzeugtem Hoch-
druck Lebensmittel zu pasteurisieren oder zu sterilisieren bzw. hochdruckbedingte Pha-
senubergange herbeizufuhren. So sind bereits seit einigen Jahren hochdruckbehandel-
te FruchtsolRen, Marmeladen, Frucht- und Gemusesafte, Salsas und selbst Kochschin-
ken auf dem Markt erhaltlich [4, 5].

Zur mikroskopischen Untersuchung der unter Hochdruck wirkendenden Phanomene,
bediente man sich in der Vergangenheit sogenannter Ex-situ-Untersuchungen, die

Zustande vor bzw. nach einer Hochdruckapplikation vergleichen.

Ein seit langem gehegter Wunsch der Wissenschaftler war die mikroskopische In-situ-
Beobachtung von mikroskopisch kleinen Partikeln, wie beispielsweise Mikroorganis-
men, wahrend der Hochdruckbehandlung. Mit der bisher benutzten Diamond-Anvil-Cell
(DAC) konnen zwar enorm hohe Drucke erzeugt werden, leider liefert die Kopplung
dieser Vorrichtung an ein herkdbmmliches Mikroskop nur eine unzureichende Bildquali-
tat. Drucksichtzellen, die es ermdglichen, Bilder mit hoher optischer Auflésung und

Qualitat zu liefern, ermdglichen dagegen meist nur einen sehr geringen Maximaldruck.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Hochdruckzelle (HPDS-3000-Hochdruckzelle)
entwickelt, die es in Verbindung mit ausgesuchter lichtmikroskopischer Ausrustung
ermdglicht, Partikeln mit einer optischen Auflésung von = 0,5 ym bis zu einem Druck

von 3000 bar zu beobachten.

Als Grundlage hierfur beschaftigt sich diese Arbeit mit den aus der Literatur bekannten
Ldosungen der Hochdruckmikroskopie. Der darauf folgende Teil befasst sich mit den
zum Bau einer solchen Hochdrucksichtzelle benétigten Grundlagen der Optik und dar-

aus abgeleiteten Ergebnissen zur Dimensionierung von Sichtfenstern flir solche Zellen.
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In Kapitel 3 wird der gesamte Aufbau der Anlage mit allen benutzten Aggregaten detail-
liert beschrieben. Insbesondere das Wechselspiel Hochdruckzelle und Objektiv wird

eingehend behandelt.

Die ersten Versuche wurden im Hellfeld im Durchlicht unternommen. Dabei wurden
Zwiebelepithel- und Starkezellen untersucht. Mit Untersuchungen des druckbedingten
Phasenuberganges verschiedener Lipide konnten mit der Anlage Schmelz- bzw. Erstar-
rungslinien in Abhangigkeit von Druck und Temperatur ermittelt werden. Untersuchun-
gen im Zwischenbereich der beiden Linie zeigten, dass dort verschiedene Kristalltypen

erzeugt werden kdnnen.

Experimente mit der Grinalge Spirogyra zeigten, dass Hochdruck die Morphologie
dieser Zellen verandert. Die brillanten Farbbilder zeigen deutlich Veranderungen an den

Chloroplastenbandern und der Zellmembran.

Mit verschieden Farbstoffen zum Lebend-tot-Nachweis wurde eine Methode zur schnel-
len und genauen In-situ-Ermittlung von Absterbekinetiken von Mikroorganismen entwi-
ckelt. Bei dem benutzten Keim Schizosaccharomyces pombe konnten zusatzlich die

druckbedingten Veranderung der Projektionsflache bestimmt werden.

Durch einen Umbau der Anlage ist es weltweit erstmals moglich, in-situ fluoreszenzmik-
roskopische Untersuchungen unter Hochdruck durchzufiihren. Dabei wurden an huma-
nen Krebszellen (Raji-Zellen) mit den Farbstoffen Propidium Jodid (PI), Hoechst 33342
und DiOC6 Experimente unternommen. Die Untersuchungen zeigten, dass ebenso
hervorragende mikroskopische Bilder im Phasenkontrast erzielt werden kdnnen. Eine
weitere Anwendung bestand in der Bestimmung der Membranintegritat von Muskelzel-

len der Maus unter Druck mit Hilfe von PI.

Im Ausblick der Arbeit wird anhand erster Hochdruckversuche in Verbindung mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) auf die Perspektiven und Erfolgschan-
cen dieser Methode eingegangen. Weiter wird eine Methode zur Abschatzung bzw.
Optimierung der spharischen Aberration bei Verwendung von herkdmmlichen Long-

Distance-Objektiven in Verbindung mit Fenstern hoher optischer Dichte vorgeschlagen.
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2 Stand des Wissens

In diesem Kapitel wird von Versuche berichtet, mit denen Wissenschaftler auf indirek-
tem Wege Informationen Uber die mikroskopischen Veranderungen wahrend einer
Hochdruckbehandlung erhielten. Aul’erdem befasst es sich mit Berichten Uber In-situ-
Beobachtung von mikroskopisch kleinen Objekten wahrend der Hochdruckbehandlung.
Dabei wurde die grundlegende Unterscheidung zwischen den DACs und den Hoch-

drucksichtzellen getroffen.

Da es in der Literatur keine zusammenfassenden Abhandlungen gibt, werden in chrono-
logischer Reihenfolge die wichtigsten Hochdrucksichtzellen von den Anfangen bis heute
vorgestellt. Dabei wird auf deren Konstruktion, deren Druckbereich, auf zusatzliche

Geratschaften und auf die optische Ausristung besonderen Wert gelegt.

Auch auf die komplexen und relativ unprazisen Methoden der Druckbestimmung wird
eingegangen. Weiter werden Analysenmethoden in Verbindung mit DACs vorgestellt.
Der Schwerpunkt liegt hierbei auf den durchgefuhrten mikroskopischen In-situ-

Untersuchungen.

2.1 Mikroskopische Ex-situ-Untersuchungen

Um die unter Hochdruck stattfindenden mikroskopischen Veranderungen zu untersu-
chen, werden in der Wissenschaft verschiedene Ex-situ-Methoden angewendet. Dabei
werden die mikroskopischen Aufnahmen der Proben vor und nach der Druckapplikation
verglichen. Beispielsweise wurde mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie versucht, den
Mechanismus des druckinduzierten Phasenubergangs von verschiedenen Starkearten
zu erforschen [6-15]. Durch die kristalline Struktur der nativen Starke haben Starkekor-
ner doppelbrechende Eigenschaften. Dabei zeigt sich bei der polarisationsmikroskopi-
schen Betrachtung ein hell aufleuchtendes Kreuz auf dem sonst dunkel gefarbten Star-
kekorn. Durch den zunehmenden Phasenubergang in ein amorphes Gefuge schwellen
die Korner unter Wasseraufnahme an und verlieren zunehmend ihre doppelbrechenden
Eigenschaften. Dieser Verlust der doppelbrechenden Eigenschaft ist fur die Wissen-

schaftler ein Indikator fir eine zunehmende Verkleisterung der Starke.

Zur Untersuchung der mikrostrukturellen Veranderungen von Mikroorganismen werden

zunehmend fluoreszenzmikroskopische Ex-situ-Beobachtungen durchgefuhrt. Hierfar
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werden die Mikroorganismen nach der Druckbehandlung fixiert und anschlieRend mit

einem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt [11, 16, 17].

Um eine um vier bis funf GroRenordnungen hohere optische Auflésung gegenluber der
Lichtmikroskopie zu erreichen, bedient man sich der verschiedenen Mdoglichkeiten der
Elektronenmikroskopie. Dabei muss das Probenmaterial sofort nach der Druckapplikati-
on fixiert (meist mit Glutaraldehyd) bzw. nachfixiert (meist mit Osmiumtetroxid), entwas-
sert und weiter prapariert werden [11, 12, 16-25].

Ein gravierender Nachteil aller der hier aufgefuhrten Methoden ist, dass nur der Zustand
vor und nach der Druckbehandlung verglichen werden kann. Dem Betrachter ist es
nicht moéglich, eine Aussage darlber zu treffen, wann und bei welchem Druck bzw. bei
Temperaturveranderung, bei welcher Temperatur diese Veranderungen erfolgen. Aus
diesem Grund entwickelten Landau und Thibodeau ein Methode, um die biologischen
Prozesse wahrend der Hochdruckapplikation zu fixieren und die Probe anschlie3end
bei Normaldruck zu untersuchen. In ihrem zylinderférmigen Hochdruckkessel befand
sich eine zweigeteilte Probenkammer (Abbildung 2.1). Ein Teil der Probenkammer war
mit der Probe, der andere Teil mit einem Fixierungsmittel gefullt. Die beiden Kammern
trennte eine fragile Glasscheibe. Ein elastisches Diaphragma grenzte die Kammern
vom Hochdruckmedium ab. Durch einen externen Druckerzeuger konnte der Hoch-
druckkessel mit Druck beaufschlagt werden. Um samtliche biologische Reaktionen
wahrend bzw. direkt nach der Hochdruckapplikation zu stoppen, wurde die gesamte
Apparatur um 180° gedreht. Dabei beschleunigte eine Stahlkugel, die sich auf dem
Boden der Probenkammer befand, nach unten und durchschlug dadurch das Trennglas.
Die fixierte Probe konnte nach der Druckapplikation prapariert und mit verschiedenen
mikroskopischen Methoden betrachtet werden [26]. Im Laufe der folgenden Jahre wur-

de diese Methode vielfach von verschiedenen Wissenschaftlern benutzt [27-31].
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Abbildung 2.1: Hochdruckvorrichtung zur Fixierung biologischer Proben. [26]

2.2 Unterscheidung der Systeme zur mikroskopischen In-situ-Beobachtung
von kleinen Objekten unter Hochdruck

Abgesehen von den dargestellten Ex-situ-Untersuchungen war es schon immer der
Wunsch der Wissenschaftler, die unter Hochdruck ablaufenden mikroskopischen Ver-

anderungen in-situ zu beobachten. Hierflr bedienten sie sich verschiedener Systeme.

Die hierzu benutzten optischen Hochdruckzellen konnen nach unterschiedlichen Krite-
rien klassifiziert werden. Generell kdnnen diese in Diamond-Anvil-Cells und Hochdruck-
sichtzellen unterteilt werden. Was beide Typen gemeinsam haben ist, dass sie Fenster
besitzen, die eine Beobachtung der Vorgange im Innern zulassen. Der Hauptunter-
schied stellt der maximale Druckbereich dar. So kdénnen mit DACs Drlcke bis zu
550 GPa (5,5 Mio. bar!) erzeugt werden [3], wobei der Maximaldruck fur Hochdruck-

sichtzellen momentan bei 7000 bar endet [32].

2.2.1 Diamond-Anvil-Cell

In der zweiten Halfte des zwanzigsten Jahrhunderts wurden im National Bureau of
Standards (NBS) in Washington, D.C. - heute National Institute of Standards and Tech-
nology (NIST) - zwei Erfindungen gemacht, die eng miteinander verbunden sind. Die

eine Erfindung war die DAC mit Hebelarm im Jahre 1958. Die andere Erfindung im Jahr
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1971 war eine Methode, um den Druck im Innern einer DAC einfacher und schneller als
zuvor zu bestimmen. Dieser Methode gaben die Erfinder den Namen Rubin-

Fluoreszenz-Methode oder kurz Rubin-Methode.

2.2.1.1 Historischer Uberblick tiber die Diamond-Anvil-Cell

Die DAC wurde im NBS in der Abteilung fir Mineralogie konstruiert. Diese erste DAC
hatte einen Hebelarm und einen 180° Strahlengang (Abbildung 2.2). Die erste Anwen-
dung war die Bestimmung von Infrarotspektren von pulverformigen Proben (NaNOs,
KNO3, AgNO3 CaCOs3) unter Hochdruck. Die Pulver wurden zwischen zwei plangeschlif-
fenen Diamantflachen positioniert, die mit zunehmender Kraft aufeinander gepresst
wurden [33]. Diese Pionierexperimente zeigten, dass ein hoher, auf die Pulver wirken-
der Druck, eine Verschiebung und Intensitatsveranderung der infraroten Absorptions-

banden bewirkt.

Interessanterweise war die Erfindung der DAC kein formell geplantes Produkt einer
zielgerichteten Forschergruppe. Es war das Resultat der drei interdisziplinar zusam-
menarbeitenden Wissenschaftler C. E. Weir, A. Van Valkenburg und E. N. Bunting des
NBS sowie E. R. Lippincott, einem Berater der Universitat von Maryland. Alle vier Wis-
senschaftler hatten einen unterschiedlichen wissenschaftlichen Hintergrund und ver-
schiedene Forschungsziele. Obwohl keine Mittel zum Bau einer derartigen Apparatur
vorhanden war, baute Weir die Zelle in Handarbeit in der Werkstatt des NBS, mit dort
vorhanden Werkzeugen. Die teuersten und anfanglich anfalligsten Teile der DAC, die
Diamanten, wurden von der amerikanischen Regierung zur Verfligung gestellt und

stammten aus beschlagnahmten Bestanden der Zollbehorde.

Im selben Jahr wurde von Jamieson et al. gewissermal3en eine Parallelerfindung zur
NBS-DAC gemacht. Diese Apparatur besteht aus einem zylindrischen Stahlkorper, in
den der Lange nach ein Innengewinde geschnitten war. In dieses Gewinde wurden die
Haltevorrichtungen fur die beiden sich gegenuberliegenden Diamanten eingeschraubt.
Der Druck auf die beiden Diamantenflachen wurde hier nicht Gber einen Hebel, sondern
uber eine externe Presse aufgebracht. War der gewlnschte Druck erreicht, fixierte man
durch Nachfihren einer der beiden Haltervorrichtungen diesen Druck. Die Apparatur

diente zur Untersuchung von Rontgenbeugungsspektren von Bismut [34].

Bereits im Jahr 1960, wurden Rontgenbeugungsmuster an Einkristallen aufgenommen.

Dies war, anfangs auch die vorherrschende Verwendung fur die DAC. Kurz darauf
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wurde die NBS-DAC in der Art weiterentwickelt, bei der die Kraft nicht mehr durch einen
Hebel, sondern gleichmafiger von einer Hydraulikapparatur aufgebracht werden konnte
[35].

Im Jahr 1962 entwickelte Van Valkenburg die sogenannte Gasket-Technik, mit der es
moglich war, auch Flissigkeiten mit einer DAC zu komprimieren [36-38]. Die ersten
Untersuchungen wurden Uber das Kristallisierungsverhalten der Flussigkeiten Wasser,
Methanol, Ethanol, Kohlenstofftetrachlorid und Benzen bei Raumtemperatur durchge-
fuhrt. Mit einem handelsublichen Mikroskop mit geringer numerischer Apertur (nA)

konnten schemenhaft die entstehenden Kristalle erkannt werden [35].

Bis zur Anwendung der Gasket-Technik wurden die Proben zwischen den beiden Dia-
manten je nach punktueller Schichtdicke unterschiedlich stark gepresst. Da nun eine
inerte FlUssigkeit als Druckmedium benutzt werden konnte, war es moglich, Rontgen-
beugungsanalysen von Pulvern aufzuzeichnen, die mit hydrostatischem Druck beauf-
schlagt wurden [35, 36].

Bis 1971 konnte der Druck in einer DAC mit zwei grundlegend verschiedenen Methoden
bestimmt werden. Die als erste angewandte Druckbestimmung bestand darin, den
Quotienten aus Kraft, die auf die Probe und den Gasket wirkt, und der kraftbeaufschlag-
ten Flache zu bestimmen. Bei der zweiten Methode, die seit dem Jahr 1965 durchge-
fuhrt wurde [35, 39], fugten die Forscher Marker in den Probenraum hinzu, meist NaCl,
mit denen man Uber die bekannten Rontgenbeugungsmuster auf den in der Zelle herr-
schenden Druck schliefden konnte [36, 39, 40]. Aufgrund der Tatsache, dass der Druck
mit der ersten Methode nur vage abgeschatzt werden konnte und die zweite Methode
sehr umstandlich, zeitaufwendig und nur mit sehr hohem apparativem Aufwand zu
bewerkstelligen war, wurde die DAC Anfang der siebziger Jahre nur noch in geologi-

schen Laboratorien benutzt, wo eine exakte Druckbestimmung zweitrangig erschien.

Dies anderte sich 1971 [36] als Stanley Block, Dean Barnett, Gasper Piermarini und
Richard Forman verschiedene fluoreszierende Materialien unter Hochdruckeinfluss
untersuchten. Abgesehen von Rubin (chromdotiertes Al,0O3) wurden die Stoffe YAIOs,
YAG und MgO untersucht. Die Materialien zeigten unter dem Einfluss des Hochdrucks
veranderte emittierte Lichtspektren. Die vielversprechendsten Ergebnisse lieferte die
Rubinprobe [35]. Die erste Kalibrierung der Rubin-Methode wurde von Piermarini et al.
bis zu einem Druck von 195 kbar durchgefuhrt. Fir die Kalibrierung bediente er sich der

von Dekker aufgestellten Zustandsgleichung fir NaCl [35, 41]. Anfanglich gingen die
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Wissenschaftler davon aus, dass das Rubin-Spektrum ausschliel3lich vom angelegten
Druck abhangt. Als sie jedoch die ersten Untersuchungen bei hoheren Temperaturen
durchfuhrten, bemerkten sie den Einfluss der Temperatur auf das emittierte Spektrum
[35]. Uber einem Druck von 1,5 Mbar wird das Arbeiten mit der Rubin-Methode zuneh-
mend schwieriger, da die schwacher werdenden R-Banden des Rubins durch Banden
aus dem Diamanten Uberlagert werden, die sich im Bereich zwischen 450 und 850 nm
zeigen. Xu et al. fanden Mitte der 80er-Jahre eine Moglichkeit den Erregerstrahl derart
exakt auf den Rubinmarker bzw. den Diamanten zu fokussieren, dass damit beide
Spektren getrennt voneinander detektiert werden konnten. Die Wissenschaftler geben
an, dass es mit dieser erweiterten Rubin-Methode madglich ist, Driucke bis 5,5 Mbar zu

bestimmen [3].

Schatzungen von Piermarini zufolge wurden seit der Erfindung weltweit ca. 5000 DAC

gebaut und betrieben [35].

2.2.1.2 Aufbau einer Diamond-Anvil-Cell

Abbildung 2.2 zeigt die originale Schnittzeichnung der ersten DAC, nach der sie 1958
im NBS gefertigt wurde. Das Herzstuck der Apparatur sind die beiden Diamanten mit
jeweils einer Masse von s Karat. Die Diamanten haben je zwei parallele, plan geschlif-
fene Flachen unterschiedlicher Groélke. Mit jeweils der kleineren Flache (,culet®) pressen
die beiden Diamanten die damals noch ausschliel3lich pulverformige Probe zusammen
(A). Die sich daraus ergebende Pressflache hat im gezeigten Fall ein Areal von
0,13 mm?. Die Diamanten sind an ihrer zweiten planen Flache (,tabel‘) an einem Stem-
pel aus Edelstahl gefasst (B). Beide Stempel haben Bohrungen, damit Strahlung durch
die Stempel, die Diamanten und die Probe dringen kann. Die Stempel konnen sich in
zylindrischen Lagern frei bewegen (C). Diese sind in einen grof3en Block aus Stahl
geschraubt, der wiederum den Mechanismus zu Druckerzeugung tragt. Der linke, pas-
sive Stempel wird an der auliersten Position durch einen Anschlag gehalten (D), der
rechte aktive Stempel ist an einem Hebel befestigt (E). Die andere Seite des Hebels ist
an einer kalibrierten Feder befestigt (F). Die Feder wird Uber eine manuell betatigte
Schraube gespannt (G) [35, 42]. Eine Fotografie (Abbildung 2.3) zeigt die Zelle. Sie

hatte so kleine Ausmale, dass sie in der Handflache eines Erwachsenen passte.
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Abbildung 2.2: Original Schnittzeichnung (schematisch) der ersten Diamond-Anvil-Cell. Die
Vergrolierung zeigt die Anordnung der Diamanten. Detaillierte Erklarung im Text. [43]

Abbildung 2.3: Fotografie der ersten Diamond-Anvil-Cell. Die gesamte Apparatur passte in die
Handflache eines Erwachsenen. [35]

2.2.1.3 Gasket-Technik

Um auch flissige Proben untersuchen zu kénnen oder pulverformige Proben hydrosta-
tisch mit Druck zu beaufschlagen, bedient man sich der sogenannten Gasket-Technik.
Ein Gasket fur ,geringe“ Dricke bis 20000 bar besteht aus einer Scheibe aus Messing

bzw. einer Aluminiumlegierung [38]. FUr hohere Dricke besteht die Scheibe aus Stahl
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[40, 41, 44-47], aus dem sehr hartem Schwermetall Rhenium [40, 48, 49] oder dem
harten und sproden Leichtmetall Beryllium. Ein Gasket hat eine Dicke von < 0,25 mm
[38]. In der Mitte des Gaskets befindet sich eine Bohrung mit einem Durchmesser von
30 bis 500 um [40, 50]. In Abbildung 2.4 ist die schematische Anwendung eines
Gaskets zu sehen. Der Gasket (a) wird auf einen der beiden Diamantenflachen aufge-
legt (b), die Probe (d) wird in die Bohrung eingebracht. Danach verschliel3t man die
Bohrung mit der Flache des zweiten Diamanten. Bei festen Proben wird der entstehen-
de Probenraum (c) mit einem inerten Druckmedium (e) aufgeflllt. Je nach analytischer
Aufgabenstellung und Versuchsaufbau, kébnnen von der Einbringung der Probe bis zur

ersten Messung bis zu einem Tag vergehen [36].

e

o

a

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Gasket-Technik. (a) Gasket, (b) Diamant, (c)
Probenraum, (d) feste Probe, (e) Druckmedium. [40]

2.2.1.4 Funktionsweise der Rubin-Methode

Rubin ist ein chromdotierter Korund (Al,03:Cr**), der sowohl in natiirlicher Form vor-
kommt als auch synthetisch hergestellt wird [41]. Rubin besitzt die Eigenschaft, durch
Anregung mit Licht bestimmter Wellenlangen ein charakteristisches Spektrum zu emit-
tieren. Das abgestrahlte Spektrum kann mit Hilfe von Monochromatoren in Verbindung
mit Photomultipliern detektiert werden [45, 51, 52]. Wird der Rubin mit einer Wellenlan-
ge von 550 nm [36] durch eine Lichtquelle, z. B. einer Spektrallampe, einem He-Cd-
oder Ar-Laser angeregt, so ragen aus seinem abgestrahlten Spektrum zwei intensive
Banden heraus [36, 40, 41, 51, 53]. Beide Banden sind im Bereich zwischen 692 bis
695 nm zu finden [54] und werden Rs- und Rp-Linien genannt (Abbildung 2.5). Mit an-
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steigendem Druck bzw. Temperatur erfahren beide Banden eine Rotverschiebung,
verlieren jedoch zugleich an Intensitat [45]. Mit ansteigender Temperatur verbreitern
sich zudem die R+- und R-Banden (Abbildung 2.6), was die Auswertung erschwert und
die Ergebnisse ungenauer werden lasst [55, 56]. Die druckabhangige Rotverschiebung
kann dazu genutzt werden, den Druck in einer DAC zu bestimmen. Zur Durchfiihrung
der Methode reicht es bereits aus, wenn ca. 1 % des Probenanteils aus Rubin besteht
[54].

relative Intensitat

14300 14340 14380 14420 14460
699,3 697,4 6954 693,5 691,86

Wellen zahl in 1/cm bzw. Wellenldnge in nm

Abbildung 2.5: Die R-Banden aus dem Spektrum eines Rubins in einer DAC bei Raumtempera-
tur. (A) bei einem hydrostatischem Druck von 0,1 MPa und (B) bei einem hydrostatischem
Druck von 2,23 GPa. Die jeweils héhere der beiden Banden wird als R;-, die kiirzere al Ro-
Bande bezeichnet. [42]
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Abbildung 2.6: Rs- und Ry-Banden bei Temperaturen zwischen 133 bis 593 K. Der intensivste

Punkt ist fur jede Temperatur jeweils mit einem Pfeil markiert und Uber der jeweiligen Tempera-
tur aufgeflhrt. [56]
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2.2.1.5 Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Rubin-Methode

Die Kalibrierung, Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der Rubin-Methode wurden
seit ihrer Entdeckung Anfang der 70er-Jahre standig verbessert. Bei der ersten Kalibrie-
rung der Rubin-Methode durch Piermarini et al. Mitte der 70er-Jahre wurde auf die
Zustandsgleichung von Decker aus dem Jahr 1965 zurlckgegriffen. Decker erstellte
basierend auf physikalischen Gegebenheiten fur NaCl eine Zustandsgleichung. Die
Gleichung beinhaltet mehrere unbekannte Parameter, die er anhand von Daten ver-
schiedener Wissenschaftler anpasste. Laut seinen Abschatzungen liefert sie im Bereich
zwischen 0 und 150 kbar bzw. bis zu Temperaturen von 1500 °C Ergebnisse fur die
Druckbestimmung mit einer Genauigkeit, die weniger als 2 % vom tatsachlichen vor-
herrschenden Druck abweichen. Im Bereich bis 100 kbar wichen seine berechneten
Werte von Ergebnissen von Bridgmen aus dem Jahr 1940 bzw. 1945 um 3 % ab. Mit
der damaligen Genauigkeit von 0,1 % bei der Bestimmung der Gitterkonstanten mit
Hilfe der Rontgenbeugungsanalyse, konnte seiner Meinung nach die Druckbestimmung
mit dieser Zustandsgleichung mit einer Genauigkeit von 3 kbar Uber den gesamten

Bereich erfolgen [39].

Basierend auf dieser Zustandsgleichung kalibrierten Piermarini et al. die Rubin-
Methode. Dazu verglichen die Wissenschaftler parallel die Gitterkonstanten aus den
Rontgenbeugungsanalysen mit der Rotverschiebung aus der Rubin-Methode. Eine
spatere Veroffentlichung von Decker [57] korrigierte die Genauigkeit im Druckbereich
bis 50 kbar auf 1,1 %. Die Ungenauigkeit der Rontgenbeugung wird zu diesem Zeit-
punkt mit 1 kbar bei geringen Dricken und mit 3 % bei hohen Driicken angegeben. Fur
die Druckbestimmung aus der gemessenen Rotverschiebung wird im Druckbereich bis
195 kbar bei 25 °C die lineare Gleichung

kb
p(A) = 27,404_r0,16n—:: Gleichung 2.1

angegeben. Die Genauigkeit der Geraden lag in einem Vertrauensintervall von 95 %
[41].

Anfang der 80er-Jahre unternahmen Wunder und Schoen weitere Untersuchungen, um
die Rubin-Methode genauer zu kalibrieren. Hierbei wurde der Einfluss der Temperatur
auf die Rotverschiebung einbezogen. Dabei stellten sie fest, dass im Bereich von 0 bis

40 kbar bzw. 25 bis 200 °C die Druck- bzw. Temperaturkoeffizienten als unabhangig
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voneinander angesehen werden koénnen. Als Temperaturkoeffizient wurde
a = 0,1487 cm™"/°K mit einem 99%igen Vertrauensintervall ermittelt. Als Druckkoeffizient
wurde B = 0,755 cm'/kbar benutzt, der von Piermarini 1975 bestimmt wurde. Sie gaben
unter Einbeziehung der Reproduzierbarkeit ihrer Anlagen zur Bestimmung der Rotver-
schiebung eine Genauigkeit von £75 bar an. Die Autoren weisen darauf hin, dass der
genauen Temperaturbestimmung eine besondere Bedeutung zukommt, da eine Tempe-
raturdifferenz von 1 °C denselben Effekt auf das Messsignal ausubt wie Druckverande-
rungen um 200 bar. Nach ihren Angaben kann bei einer Genauigkeit der Temperatur-
bestimmung von + 0,5 °C und gleichzeitiger Genauigkeit der Wellenlangenbestimmung

von 0,0075 nm eine Genauigkeit von 200 bar erreicht werden [52].

Vos und Schouten kalibrierten die Wellenlangenabhangigkeit von Rubinpartikeln in
einer DAC und legten dabei einen besonderen Wert auf eine exakte Temperatur-
korrektur. Dabei gaben sie ihre Temperaturgenauigkeit mit £ 0,5 °C und die Sensitivitat
ihrer Wellenlangenbestimmung mit 0,01 nm an. Die daraus resultierende Reproduzier-
barkeit gaben sie im Temperaturbereich von 150 bis 400 K bzw. Druckbereich bis
200 kbar mit 400 bar an [51].

Mit Hilfe der laserinduzierten Phononenspektroskopie bestimmten Wiryana et al. die
Schallgeschwindigkeit in Wasser im Druckbereich bis 3,5 GPa und einer Temperatur bis
200 °C. Unter Hinzunahme von weiteren, bereits vorhandenen Daten war es maglich,
eine Zustandsgleichung von Wasser im genannten Druckbereich anzugeben. Mit Hilfe
dieser Gleichung konnte durch Parallelmessungen der Rotverschiebung Aussagen Uber
die Genauigkeit der zu dieser Zeit aktuellen Rubingleichung gegeben werden. Laut
Aussagen der Autoren hat diese Gleichung eine mittlere Genauigkeit von 40 bar bei

einer Standardabweichung von 80 bar [58].

In der Verdffentlichung von Zha et al. wurden Brillouin-Streuungs- und die Rontgenbeu-
gungsanalysen an MgO in der DAC durchgefuhrt. Die Untersuchungen erlaubten die
Bestimmung der Elastizitdt und der Zustandsgleichung von MgO bis zu einem Druck
von 55 GPa. Die kombinierte Generierung von Brillouin-Streuungs- und Rdntgenbeu-
gungsmustern ermdglichten es, eine sehr exakte Druckbestimmung Uber die gewonne-
nen Daten von MgO zu gewahrleisten. Durch diese Methode konnte nun die Ruby-
Methode gegenkalibriert werden. Die daraus resultierende Gleichung gab Zha wie folgt

an:



Stand des Wissens 14

p(2) = (2[@/%)8 ] Gleichung 2.2

Dabei ist A = 1904 GPa, B = 7,715, A die ermittelte Wellenlange und A, die Wellenlange
der Rs-Linie bei Normaldruck. Mit Gleichung 2.2 kann der Druck im Bereich bis 55 GPa

auf 1 % berechnet werden [59].

Grasset kalibriert die Rubin-Methode mit den bekannten Phasenubergangen von rei-
nem Wasser im Druckbereich von 1-10000 bar. Er behauptet, dass es madglich sei, mit
seinem mathematischen Bestimmungsverfahren nach taglicher Korrektur der moglichen
Fehler der Messinstrumente und der Bestimmung der Peak-Positionen jedes verwende-

ten Rubins bei Normalbedingen, eine Genauigkeit von £ 100 bar zu erreichen [60].

2.2.1.6 Anwendungsgebiete der DAC

Nach der Erfindung der DAC wurde diese von ihren Erfindern zur Untersuchung der
Infrarot-Spektren von Pulvern benutzt. Die Infrarotuntersuchungen wurden in den 70er-
Jahren um Mittel, Nah- und Ferninfrarotuntersuchungen erweitert. Die Rontgenbeu-
gungsexperimente an Pulvern und nach der Einfihrung der Gasket-Technik auch von
Einkristallen, kamen kurz nach den ersten Infrarotuntersuchungen hinzu. Mit der Ront-
genbeugungkristallographie in Verbindung mit der DAC war es mdglich, Kristalle unter
Hochdruck entstehen zu lassen und deren Gitterkonstanten zu bestimmen. Mit diesen
Ergebnissen konnten die Wissenschaftler die Kompressibilitdt, Phasenubergange und
maogliche Polymorphismen ermitteln. So wurden erstmals die Gitterparameter von Eis VI
bei Raumtemperatur untersucht. Von der ersten Raman-Spektroskopie wurde bereits
1968 berichtet. Von der Durchfiihrung der Brillouin-Spektroskopie wurde 1976 das erste
Mal berichtet. Mit der Brillouin-Spektroskopie konnte nun die Schallgeschwindigkeit in
einer Probe in Abhangigkeit vom Druck in der DAC durchgefuhrt werden. Ebenfalls
Mitte der 70er-Jahre wurde von den ersten optischen Absorptions- und Reflexionsspekt-

roskopischen Untersuchungen unter Hochdruck berichtet [35, 38, 54, 61].

2.2.1.7 Mikroskopische Anwendungen mit der DAC

Von den ersten mikroskopischen Beobachtungen im Zusammenhang mit der DAC wird
von Van Valkenburg berichtet. Mit Hilfe eines Polarisationsmikroskops und eines
16fachen Long-Distance-Objektivs konnte er die Phasenlbergange von pulverformigen

Kristallen zwischen den beiden Diamanten untersuchen. Dabei wurde erkannt, dass der
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Phasenubergang der untersuchten Kristallpulver inselformig in der Mitte der Probe
begann und mit steigendem Druck in einen ringférmigen Phasenubergang wechselte,
der mit weiter steigendem Druck immer weiter nach au3en wanderte (Abbildung 2.7).
Durch die sich von der Mitte her ausbreitende Phasenlubergangsfront konnte abgeleitet
werden, dass die Druckverteilung der Probe nicht homogen ist und in der Mitte der
Probe beginnend nach aufden immer weiter abfallt. Van Valkenburg konnte als Erfinder
der Gasket-Technik als erster Kristalle (Kaliumnitrat, Wasser) unter dem Einfluss von
Hochdruck in der DAC wachsen sehen [35, 37, 43].

Abbildung 2.7: Silberchloridpulver in einer DAC. Der Pfeil zeigt jeweils die Zone des Phasen-
Uberganges. a) 90 kbar (ungefahrer Druck); b) 200 kbar (ungefahrer Druck). Beide Bilder wur-
den mit einer 160fachen VergréRerung aufgenommen. [37]

Weir et al. benutzten ein nicht naher beschriebenes Polarisationsmikroskop, um Pha-
senubergange von CaCOgj (Calcit) zu CaCOsll sowie von Wasser nach Eis V bzw.
Eis VI zu bestimmen. Der Druck in der DAC wurde so lange erhoht bis die gewunschte
Phase erkannt werden konnte. Dann wurde die Zelle in eine zweiachsige Haltevorrich-
tung mit Geniometer eingespannt, um mittels Rontgenbeugungsanalyse die Gitterpara-
meter der jeweiligen Phase zu bestimmen [38]. In dahnlicher Weise und zum exakten
Positionieren der Proben beim Beladen der DAC benutzten Piermarini et al. ein eben-

falls nicht naher beschriebenes Polarisationsmikroskop [62].

Durch die mikroskopische Beobachtung verschiedener Eismodifikationen wurden Chou
et al. auf eine metastabile Eismodifikation von Wasser im Bereich von 0,7 bis 1,2 GPa
aufmerksam, welche sich im Ubergangsbereich zwischen Eis VI und fliissigem Wasser
befindet (Abbildung 2.8). Die ebenfalls stabile Eisphase Eis IV war zu diesem Zeitpunkt
bereits bekannt. Durch zusatzlich durchgeflihrte Raman-Spektroskopie wurde diese
These erhartet [50].
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Abbildung 2.8: a) Phasendiagramm von Wasser. Die dinnen Linien grenzen die
Phasenlibergange der stabilen Phasen ab. Die dicken Linien sind die Schmelzlinien von Eis IV
und der neuen Eisphase. Die Bilder b, ¢ und d sind mit einem Mikroskop durch die Diamanten
der benutzten DAC gemacht worden. b) Eis V bei 845 MPa und 9,4 °C; c) Eis VI bei 1241 MPa
und 40,3 °C; d) ,new ice” bei 774 MPa und 7,2 °C. Die Breite des Bildes d entspricht 260 pm.
[50]

Mit einem Long-Distance-Objektiv mit 20facher Vergrélierung beobachteten Snauwaert
et al. [63] in-situ das Anschwellen von Kartoffelstarkekorner wahrend der Verkleisterung
unter dem Einfluss des Hochdruckes bis zu einem Druck von 10 kbar. Durch das Arbei-
ten mit einer Polarisator-Analysator-Vorrichtung war es mdglich, die Veranderung der
Doppelbrechung der Starkekérner zu beobachten. Die erhaltenen Bilder wurden mit
einer Videokamera aufgezeichnet und anschliefend mit einem Bildbearbeitungspro-
gramm vermessen. Sie berichten, dass Starkekorner in der Gro3enordnung von 30 ym
bis zu 5 kbar keine GroRenveranderungen zeigen, ebenso blieb die Doppelbrechung
unverandert. Veranderungen an kleinen Kornern konnten ab 6 kbar beobachtet werden,
wobei sich keine Risse in den Koérnern zeigten. Korner grof3er 60 um zeigten gleich zu
Anfang Risse, was die Autoren auf die nichthydrostatische Einwirkung des Gasket oder
der Diamantflachen zuruckfuhrten. Da sie bei diesen Versuchen unterhalb des Phasen-
ubergangsdruckes keine Veranderungen feststellten, wurde ein Langzeitversuch unter-
nommen. Uber den Zeitraum von 91 h bei 4 kbar und einer Prozesstemperatur von
30 °C zeigten die Starkekorner < 60 um keine Veranderungen, wobei beschadigte Kor-

ner um 75 ym um ca. 5 % und die Kérner um 90 ym um 25 % anschwollen.

Rubens et al. benutzten eine nahezu identische Anordnung, um ebenfalls sechs ver-
schiedene Starkesorten unter Hochdruck zu untersuchen. Dabei stellten sie fest, dass
die Starkekorner von Reis, ,waxy corn“ und Tapioka bis zur kompletten Aufldsung an-
schwellen, wahrend die Starkekdrner von Kartoffel, Weizen und Erbsen ein limitiertes

Anschwellen zeigen [64].

Die wohl spektakularste, gleichwohl umstrittenste mikroskopische In-situ-Beobachtung

in Verbindung mit einer DAC zeigte die Veroffentlichung von Sharma et al. [65]. Sie
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beobachteten Shewanella MR1 und Escherichia coli bis zu einem Druck von 16000 bar
in einem nahrstoffreichem Medium. Unterhalb der Eis VI-Bildung stellten die Forscher
eine Verringerung der Zellmotilitdt, eine starkere Anhaftung an der Zellenoberflache und
eine Verringerung der Zellzahl fest. Um die Respiration der Zellen zu beobachten, wur-
de zusatzlich Methylenblau in das Medium gegeben. Laut ihren Angaben wurde keine
Zunahme an metylenblau-positiven Zellen bis zum Ubergang zu Eis VI festgestellt. Bei
einem Druck von 12500 bar bildeten sich sofort Eis-VI-Kristalle. Sie wurden von Flus-
sigkeitskanale voneinander getrennt, welche reich an organischen Stoffen waren. Nach
einiger Zeit schmolzen die Eiskristalle etwas ab, und in den Kanalen konnten Ansamm-
lungen von Mikroorganismen erkannt werden. Nach der Druckreduzierung, so berichten

die Wissenschaftler, konnten sie lebensfahige Bakterien erkennen.

=
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Abbildung 2.9: Mikrobiologische Aktivitat und Viabilitat in Eis VI. Wahrend der Eisbildung (O hr,
1400 MPa), sind Flussigkeitskanale, reich an organischen Stoffen zu sehen. Die Kanale sind
mit Bakterien (v) gefullt (Shewanella MR1 auf der linken Seite, Escherichia coli mit
Methylenblau-Zugabe auf der rechten Seite). Nach einer Stunde hat das Eis VI seine Struktur
geandert. Die Eiskristalle werden durch mit organischen Stoffen angereicherter Flussigkeit
getrennt (i). Die Flussigkeit enthalt bewegliche Bakterien. Nach der Druckbehandlung sind
mehylenblau-negative Bakterien zu erkennen. [65]
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2.2.2 Hochdrucksichtzellen

2.2.2.1 Fenster- und Fensterabdichtungssysteme bei Hochdrucksichtzellen

Es gibt eine Flut von Veroéffentlichungen, die sich mit der Ausfihrung und Abdichtung
von Fenstern flir Hochdrucksichtzellen beschaftigen. In der wissenschaftlichen Literatur
sind alleine fir den spektroskopischen Gebrauch mehr als 100 unterschiedliche Sys-
teme bekannt [66]. Diese Vielzahl von verschiedenen Konstruktionen kdnnen in drei

Hauptarten eingeteilt werden, die Uberwiegend eingesetzt werden (Abbildung 2.10).
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Abbildung 2.10: Schematische lllustration der drei Grundarten zur Ausflihrung von Fenstern (F)
in Hochdrucksichtzellen. a) Das Fenster wird durch eine Fassung auf die Offnung vorgespannt.
b) Das konisch geformte Fenster wird durch den Innendruck (p) in den konisch geformten Sitz
gedriickt. c) Das Fenster wird durch den Innendruck auf die Offnung gedriickt. lllustration nach
Sheman et al. [66]

Z

Fenster-Typ a, mit Vorspannung von aul3en:

Bei den Ausfuhrungen der Typen b und ¢ wird durch den Differenzdruck zwischen innen
und aullen das Fenster in den Dichtungssitz gepresst. Hierbei soll sich das System
ohne Vorspannung abdichten. Bei dem Fenster-Typ a muss von aulen eine Kraft auf
das Fenster aufgebracht werden, damit die Dichtung in ausreichendem Malde vorge-
spannt wird. Der optisch nutzbare Durchmesser des Fensters kann hier von der Off-

nung der Fassung oder der Offnung der Zelle limitiert sein.

Ein Nachteil dieser Ausflihrungsart ist, dass das Fenstermaterial auch ohne anliegen-
den Innendruck bereits durch die Vorspannkraft beansprucht wird. Die Druckbeanspru-
chung oy im Bereich der Dichtungsflache ohne Differenzdruck kann wie folgt berechnet

werden:
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" A T (d,-d)x eichung 2.

Hierbei ist Fy die Vorspannkraft, mit der die Fassung auf das Fenstermaterial drickt, Ap
ist die ringférmige Dichtflache, d, der Aul3en- und d; den Innendurchmesser der ring-

formigen Dichtflache.

Durch die Druckbeaufschlagung der Hochdruckzelle wird die Dichtflache entlastet. Das
Fenstermaterial wird jedoch an der Fassungsseite starker auf Druck beansprucht. Die
Druckbeanspruchung auf der Fassungsseite hangt von der Vorspannkraft, vom Innen-
druck in der Zelle und von der Flache ab, mit der die Fassung das Fenster halt. Ver-
nachlassigt man Dehnungs- und Stauchungserscheinungen und geht man davon aus,
dass die Belastungsflache auf der Fassungsseite ebenso grol3 bzw. kleiner als die
Dichtungsflache ist, so ist die maximale Druckbeanspruchung im Fenster- bzw. Fas-

sungsmaterial:

d’ -z

R +F,ap TP

O-max (Ap)

p Gleichung 2.4
Mooode-an ]

Hierbei ist Fp(Ap) die Druckkraft, die sich aus dem Produkt der Druckdifferenz Ap und
der Wirkflache der Druckdifferenz bildet. Die runde Wirkflache hat den Durchmesser d..

Ar ist die Ringflache, mit der die Fassung die Fensteraul3enseite berthrt.

Durch die ansteigende Druckdifferenz Ap wird gleichzeitig die Dichtflache wie folgt

entlastet:

d’ -z

4

Ao d?-d?)- "
a 1 4

R -Fap v o@Ap)

Op (Ap)

Gleichung 2.5

Die Flachenpressung muss so gewahlt werden, dass die Dichtung auch bei geringen

Differenzdricken sicher abdichtet. Es wird folgende Abhangigkeit vorgeschlagen:

Opbmin = L15-Ap,,, [66] Gleichung 2.6

max
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Fenster-Typ b, konisches in den Sitz eingepasstes Fenster:

Der Fenstertyp b bzw. ¢ haben gemeinsam, dass sich mit steigender Druckdifferenz die
Dichtflachen der Fenster starker in ihren Sitz pressen. Im Fall von Typ b ist das Fenster
und die Dichtflache der Hochdruckzelle konisch zueinander eingeschliffen (Abbildung
2.10 b). Bei Hochdrucksichtzellen, bei denen die Einhaltung geringer Arbeitsabstande
oder grol3er nutzbarer optischer Durchmesser zweitrangig sind, kann das Fenster in ein
Bauteil eingepasst werden, das wiederum in die Hochdruckzelle geschraubt wird. Dies
hat den Vorteil, dass sich das Einpassen in ein solches Bauteil zumeist einfacher ges-
taltet, als die direkte Einpassung in den Zellengrundkorper. Bei einem Defekt des Fens-
ters kann das gesamte Bauteil entnommen werden und durch ein zweites identisches
Bauteil samt Fenster ersetzt werden. Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der Moglichkeit
verschiedene solcher Bauteile mit verschiedenen Fensterformen, -gréRen oder -
materialien bereitzustellen, um verschiedene Experimentkonstellationen zu ermaogli-

chen.

Fenster-Typ b ist fur Hochdruckbeobachtungen mit einem Mikroskop pradestiniert, da
durch die seitlich angebrachte Fassung der Abstand zwischen Glas und Mikroskopob-
jektiv am kurzesten gestaltet werden kann. Als ein Nachteil beschreiben Sherman und
Stadtmuller, dass die Fenster bei unsauberem Einpassen in waagrechte Schichten
bricht. Sie empfehlen dringend, auf eine exakte Einpassung und auf einwandfrei polierte
bzw. gelappte Oberflachen zu achten. Weiter wird auf die Moglichkeit hingewiesen,
weiche Metalle wie Indium als Dichtungsmaterial einzusetzen. Diese Dichtungsmateria-
lien sollen mdgliche Unebenheiten der Oberflache ausgleichen und somit die wirkenden
Krafte gleichmaRiger auf das Fenster verteilen [66]. Als weiteres Problem wird die Ver-
schiebung des Glases in den Sitz angefihrt. Dies ist bei der Wahl eines kleinen Konus-
winkels in zunehmendem Male der Fall. Die Kraft parallel der Dichtflache wird dadurch
erhoht und ausgehend von einem gleichbleibenden Haftreibungskoeffizienten die Ge-

fahr eines Verschiebens vergroRert.

Fenster-Typ c, innen angebracht ohne Vorspannung:

Abgesehen von den Diamond-Anvil-Cells ist dies die am haufigsten angewendete Me-
thode, ein Fenster in eine Hochdrucksichtzelle zu implementieren. Hierbei liegt ein
poliertes Fenster auf einer ebenfalls polierten inneren Oberflache auf der Fensteroff-
nung der Hochdrucksichtzelle auf. Der Anpressdruck, der zur Abdichtung bendtigt wird,
wird durch den Uberdruck in der Zelle erzeugt. Wird davon ausgegangen, dass D der

Durchmesser des kreisformigen Fensters der Innenseite des Glases und d der Durch-
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messer der Fensteroffnung in der Hochdrucksichtzelle ist, so kann die Druckbelastung

auf der Dichtflache wie folgt berechnet werden:

D? Ap
op =AP— 2 = 2 .
D" -d . ( d j Gleichung 2.7

D

Wird das Fenster ohne Haftmittel aufgelegt, schlagen Sherman und Stadtmuller vor ein
Verhaltnis zwischen D und d von mindestens 2,77 zu wahlen, um Dichtheit zu gewahr-
leisten. Dieser Wert kann bei besonders glatten Flachen unterschritten werden. Aus der
praktischen Anwendung dieses Typs ist bekannt, dass es bei geringen Driucken oder

bei langsam ansteigendem Druck zu Undichtigkeiten kommen kann [66].

2.2.2.2 Literaturiberblick Uber Hochdrucksichtzellen zur mikroskopischen

Beobachtung und ausgesuchte Anwendungen

Nach Meinung von Marsland wurde die erste Hochdrucksichtzelle zur mikroskopischen
In-situ-Beobachtung von Douglas Brown im Jahre 1936 konstruiert und gebaut [67].
Eine schematische Schnittdarstellung dieser Hochdrucksichtzelle ist in Abbildung 2.11
dargestellt. Die Zelle besteht aus einem rechteckigem um 90° gebogenen Hohlprofil,
das uber ein Gewindeanschluss (f) an einen Druckerzeuger anschlossen wird. Am
anderen Ende der Zelle wurde die Kammer mit einem Gewindestopfen (g) mittels einer
Dichtung (h) verschlossen. Auf dem unteren Fenster (c) befindet sich der Objekttrager
(e). Durch das obere Fenster (b) kann mit einem Objektiv (a) die auf dem Objekttrager
befindliche Probe beobachtet werden [68].

Abbildung 2.11: Schematische Schnittdarstellung der Hochdrucksichtzelle nach Marsland und
Brown. a) Objektiv; b) oberes Fenster; c) unteres Fenster; d) Druckkammer; €) Objekttrager;
f) Gewinde zum Anschluss an den Hochdruckerzeuger; g) Verschraubung; h) Dichtung. [68]
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Im Jahr 1938 wurde die Zelle Uberarbeitet. Von der uberarbeiteten Zelle ist bekannt,
dass die Fenster aus getemperten Glas oder Saphir mit einer Starke von 7-10 mm
bestanden. Die Zelle war aus Phosphorbronze oder rostfreiem Stahl gefertigt und hielt
einem Druck von 1300 bar stand. Es wurde mit einem Umkehrmikroskop und einem
30fach Long-Distance-Objektiv mit einem Arbeitsabstand von 15 mm beobachtet. In
Verbindung mit den verwendeten Okularen konnten Details der Probe insgesamt
600fach vergrofRert werden. Mit dieser Versuchsanordnung wurden mikroskopische
Beobachtungen an Amoeba proteus und Amoeba dubia und befruchteten Eiern von
Seeigeln (Arbacia puntuale) und anderen Meereslebewesen durchgefihrt. Durch das
Anlegen von Druck konnten Veranderungen des Sol-Gel-Gleichgewichtes des Proto-
plasmas beobachtet werden. Bei den Amoben fuhrte diese Veranderung des Gleichge-
wichtes unter anderem zur Inaktivierung des Plasmastromes, zur Veranderung der
Zellform und Beeinflussung der Pseudopodienaktivitat. Bei den befruchteten Eiern
konnte der Prozess der Zellteilung, je nach Versuchsprotokoll, verzogert oder inhibiert
werden [67-70].

Spater wurde die Apparatur ein zweites Mal verbessert und dartber hinaus zum Tell
eingehaust. Beleuchtet wurde die Probe mit einer Zirkoniumlichtbogenlampe. Nun konn-
ten die Veranderungen an Seeigeleiern unter dem Einfluss von Druck und Temperatur
mit Hilfe einer Bimetallregeleinheit von -5 °C bis +60 °C (x 0,3 C) temperiert beobachtet
werden [71]. Folgende Untersuchungen wurden unter anderem mit dieser Apparatur
durchgefuhrt:

Landau untersuchte die physiologischen Veranderungen der Verschiebung des Sol-
Gel-Phasenuberganges des Plasmas bei Amoben. Zudem verwendete er eine Art
Hochdruckzentrifuge, mit der er die Viskositat des Plasmas bestimmen konnte. Laut
vorausgegangen Veroffentlichungen [71, 72] verhalt sich das Plasmasystem von Amo-
ben und anderer Zellen wie das Gel, das aus Methylzellulose und Wasser gewonnen
werden kann. Bei dieser Art von Gelen ist der Ubergang von der Fliissigphase in die
Gelphase eine endothermische Reaktion, die eine positive Volumenanderung (+AV)
zeigt. Nach dem Prinzip von Le Chatelier wird von solchen Systemen erwartet, dass der
Gel-Liquid-Phasenubergang sowohl durch Druckerhdéhung als auch durch Temperatur-
verringerung erfolgt [72]. Diese Behauptung wurde durch die Untersuchung in der Tei-
lung befindlicher Zellen bestatigt [71]. Die Experimente zeigten, dass die Struktur des
kortikalen Plasmagels einer Eizelle durch die Verringerung der Temperatur bzw. der

Erhdhung des Druckes merklich schwacher wird. Diese Schwachung des Plasmagels
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ging mit einer Verringerung bzw. Hemmung des Teilungspotentials der Zellen einher.
Gegenstand der Untersuchungen von Landau war eine systematische Studie der Ver-
anderungen der Form, der Fortbewegung und des Plasmastromes von Amdben in Ab-
hangigkeit von Druck und Temperatur. Einer seiner Haupterkenntnisse war, dass die
Erniedrigung der Temperatur um 5 °C den gleichen Effekt auf die Viskositat des Plas-
magels und die physiologischen Eigenschaften der Amdben haben, wie eine Erhdhung
des Druckes um 70 bar. Wurde der Druck bei einer bestimmten Temperatur auf ein
bestimmtes Niveau angehoben, kollabierten die Pseudopodien und die Zelle als Gan-
zes rundete sich zu einer Kugel ab. Wurde der Druck dagegen unter diesem Level

gehalten, konnte eine Verkleinerung der Pseudopodien beobachtet werden [73].

Zimmerman untersuchte die Auswirkungen von ATP und ATP-verwandten Stoffen auf
die Form und die Fortbewegung von Amoeba proteus unter der Veranderung von Druck
und Temperatur. Er stellte fest, dass geringe Konzentrationen von ADP (0,0005 M) im
Medium die Amdbe geringfligig druckresistenter machen. So zeigte die Pseudopodien-
aktivitat gegenuber dem Druck eine hohere Resistenz. Dieser Stabilisierungseffekt des
ATP auf die Pseudopodien wurde zwischen 10 und 25 °C Uberpruft. In diesem Tempe-
raturbereich bendtigte Zimmerman mit der ATP-Zugabe ca. 35 bar mehr, um die Veran-
derungen hervorzurufen. Er sah in seinen Ergebnissen somit ein klares Indiz dafr,

dass das kontraktile System der Amoben seine Energie aus ATP bezieht [74].

In einer Veroffentlichung von Landau aus dem Jahre 1960 beschreibt er die Verande-
rungen an embryonalen Fibroblastzellen aus Huhnerherzen aufgrund des Druckes.
Landau versuchte Klarheit Gber das Zutreffen der Behauptung zu erlangen, ob Gewe-
bezellen eine kortikale Plasmagelschicht besitzen. Sein Ansatz war, dass durch die
druckbedingte Verflissigung dieser Schicht die Spannungskrafte in der Zellenoberfla-
che zur Auspragung kommen. Dadurch verandert eine langliche Zelle ihre Form. Sie
wird zu einer spharischen Zelle. Die Ergebnisse zeigten, dass bei der Erzeugung eines
bestimmten Druckniveaus die Zellen begannen, sich abzurunden. Ebenso stellte Lan-
dau fest, dass eine Erniedrigung der Temperatur um 5 °C die selben Auswirkungen auf
das Praparat hat, wie eine Druckerhéhung um 55 bar. Seiner Meinung nach weisen
seine Ergebnisse darauf hin, dass die zytoplastische Gelstruktur eine Grundvorausset-
zung fur die Ausbildung einer charakteristischen Zellform ist und dass dieser Umstand

auf eine grol’e Anzahl verschiedener Zellen zutrifft [75].
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Zimmerman konnte beweisen, dass bei Amoeba proteus durch Anlegen eines relativ
geringen Druckes (200 bar) die Pinozytose reversibel gehemmt werden kann. So konn-
te selbst nach 5-6-maliger Druckerh6hung und anschlieBender Druckerniedrigung auf
Normaldruck eine erneute Ausbildung von Pinozytosekanalen beobachtet werden. Bei
einer Druckerhéhung auf 140 bar verschwanden die meisten Pinozytosekanalen nach
ca. einer Minute. Die kleinen Pseudopodien um diese Kanale herum blieben jedoch
unverandert. Die protoplasmatischen Aktivitaten schienen bei diesem Druck jedoch
nicht betroffen zu sein. Es bildeten sich weiter kleine Pseudopodien und scheinbar auch
Kanale in diesen neuen kleinen Pseudopodien aus. Diese Pseudopodien- und Kanalbil-

dung konnte unter dem angelegten Druck 30 Minuten lang beobachtet werden [76].

Tilney et al. arbeiteten parallel mit der Apparatur von Marsland und mit dem von Lan-
dau und Thibodeau entwickelten Hochdruckfixierverfahren [26]. So konnten die For-
scher sowohl lichtmikroskopische In-situ-Beobachtungen als auch elektronenmikrosko-
pische Ex-Situ-Untersuchungen an Actinosphaerium nucleofilum durchfihren. Aus der
Oberflache von Actinosphaerium nucleofilum ragen nadelgleiche Axopodien heraus
(Abbildung 2.12), die ahnlich zu Pseudopodien mit protoplasmasmatischen Strukturen
geflllt sind. Die protoplasmatischen Strukturen, so war zu diesem Zeitpunkt bekannt,
sind mit Mikrotubuli durchzogen und besitzen die Fahigkeit, kontraktile Arbeit zu verrich-
ten. Mikrotubuli kdnnen in verschiedenen Formen auftreten und sind unter anderem in
der mitotischen Spindel, Flimmerharchen und Geildeln von Mikroorganismen und im
Zytoplasma verschiedener Tier- und Pflanzenzellen zu finden. Mikrotubuli sorgen flr die
Zellfortbewegung und die Bewegung von Chromosomen und anderer Zellinhalte, die
Ausbildung bzw. das Zuruckziehen von Pseudopodien und Axopodien. Weiter bedingen
sie die Protoplasmastromung und stabilisieren die Zelle. Abbildung 2.12 zeigt schema-
tisch die durchgeflihrten lichtmikroskopischen Beobachtungen. Nach der Druckapplika-
tion kann nach wenigen Minuten eine leichte Einschnirung an einigen Axopodien er-
kannt werden. Nach und nach sind alle Axopodien davon betroffen. Dartber hinaus
werden diese zunehmend dinner und kurzer. Nach der Druckapplikation stellte sich
nach einer gewissen Zeit (Minutenbereich) die volle Lange der Axopodien wieder ein.
Diese Regenerationszeit zeigte eine Abhangigkeit von der Druckhdhe und der Druck-
dauer. Aus den elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte zudem festgestellt
werden, dass durch den Einfluss der Druckhdhe bzw. -dauer die Mikrotubuli zuneh-
mend depolymerisiert wurden. Ebenso konnte die Regeneration der Mikrotubuli nach

der Druckapplikation durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erkannt werden.
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Aus diesen Ergebnissen schlossen die Autoren, dass die beobachteten mikrotubularen
Strukturen durch Druck zu beeinflussen sind, und diese eine wichtige Rolle bei der

Bildung als auch Bewegung von Axopodien spielen [30].
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Abbildung 2.12: Diagramm zur Darstellung der lichtmikroskopischen Beobachtung von
lebenden Actinosphaerium nucleofilum unter dem Einfluss von der Druckhdhe bzw. —dauer. Die
linke Spalte zeigt die Organismen vor der Druckapplikation. Die rechte Spalte zeigt diese 10 min
nach der Druckreduzierung auf Umgebungsdruck.[30]

Die Hochdrucksichtzelle nach Kitching Abbildung 2.13 wurde von G. A. Shephard kon-
struiert. Die Hochdrucksichtzelle bestand aus dem Zellenkérper (a), einer ringférmigen
Halteverschraubung (b), die die aulRere Komponente (c) auf die innere Komponente (d)
der Fensterhalterung presste. In die innere Komponente der Fensterhalterung war je-
weils ein kegelstumpfférmiges Fenster (e) aus Glas eingepasst. Abgedichtet wurde die
Druckkammer im Inneren mit Dichtungen aus Silber (g), weiter aullen bestanden die
Dichtungen aus Neopren (f). Zur Beschickung wurde die obere Halteverschraubung
geldst und die Probe als hangender Tropfen auf das Beobachtungsfenster aufgebracht.
Ein externer Druckerzeuger presste Druckmedium (Parafin) Uber die Hochdruckver-
schraubung (h und i) in die Zelle. Der Autor berichtet, dass durch den sehr steil gewahl-

ten Winkel wahrend der Druckapplikation Spriinge im Glas entstanden, was die Qualitat
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der vergrolierten Bilder beeintrachtigte. Die Beobachtung erfolgte durch das obere
Fenster mit einem 10fach-Objektiv (nA = 0,3) mit einem Arbeitsabstand von 25 mm. Um
die spharische Aberration zu korrigieren, wurde ein plankonvexe Linse in Immersi-
onsflissigkeit an die Aulenseite des Fensters angebracht. Der Autor berichtet, dass mit
dieser Linsenkombination eine numerische Apertur von 0,45 erreicht werden kann. Die
fensterseitige Konstruktion erlaube sogar eine nA von 0,56. Die Bilder zeigten Aberrati-
on. Aus diesem Grund wurden vorzugsweise die Objekte in unmittelbarer Nahe des
Zentrums beobachtet. Untersucht wurde der Einfluss des Hochdruckes (bis 1050 bar)

auf den Einzeller Discophrya piriformis Guilcher [77].
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Abbildung 2.13: Schematische Schnittdarstellung der Hochdrucksichtzelle nach Kitching.
a) Zellenkorper; b) ringférmige Halteverschraubung; c) auRere Komponente der Fensterhalte-
rung; d) innere Komponente der Fensterhalterung; e) Sichtfenster; f) Dichtung aus Neopren;
g) Dichtung aus Silber; h) Druckverschraubung; i) Hochdruckrohr. [77]

Landau stellt in seiner Veroffentlichung aus dem Jahre 1965 eine Apparatur vor, mit der
er die Volumenveranderungen, die Protoplasmamembran und das Protoplasma von
Amoeba proteus untersuchte (Abbildung 2.14). Der Grundkoérper der Zelle bestand aus
zwei Teilen, die ineinander verschraubt und durch eine Gummidichtung abgedichtet
wurden. In jedem der beiden Teile war ein Fenster eingepasst. Das obere Fenster wur-
de dazu benutzt, das Innere der Zelle zu beleuchten, das untere Fenster diente der
Beobachtung mit einem Mikroskopobjektiv. Auf dem Beobachtungsfenster befand sich
die eigentliche Probenkammer. Sie bestand aus einem Glasring der oben und unten mit

runden Deckglasern, die mit Hahnenfett angeheftet wurden, verschlossen war. In der
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Probenkammer befand sich eine Glaskapillare, in der sich die Amdébe befand. Bis zu
einem Druck von 560 bar untersuchte er sowohl native Amdben mit als auch Amoben
ohne Membran. Die ,nackten Amoben konnte er durch eine besondere Aufsaugproze-

dur wahrend der Kapillarenbeflllung erzeugen [73, 76, 78].

Gummidichtung
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der Hochdrucksichtzelle nach Landau. [78]

Salmon und Ellis konstruierten eine Hochdruckzelle, mit der sie mit Phasenkontrastmik-
roskopie die Chromosomen und mit Polarisationsmikroskopie die Veranderungen der
mitotischen Spindel bei lebenden Zellen bis zu einem Druck von 700 bar beobachten
konnten. Dabei legten sie besonderen Wert darauf, dass mit ausgesuchten herkdmmli-
chen mikroskopischen Instrumenten gearbeitet werden konnte. Die in Abbildung 2.15
gezeigte technische Zeichnung bildet auf der linken Seite das Unterteil und auf der
rechten Seite den Deckel der Zelle ab. Beide Teile waren aus rostfreiem Stahl mit einer
Zugfestigkeit von 2450 N/mm? gefertigt und wurden mittels eines Bajonettsystems ver-
schlossen. Die Fenster bestanden aus spannungsfrei vergutetem optischem Glas
(Durchmesser = 5,00 mm, Dicke = 1,75 mm), das mit Silikonklebstoff in den Sitz einge-
fugt wurde. Fur die polarisationsmikroskopischen Beobachtungen wurde mit zwei iden-
tischen Objektiven von Leitz gearbeitet (20x/0,33, Arbeitsabstand ca. 16 mm). Eines der
beiden Objektive diente als Kondensor und das andere als Beobachtungsobjektiv. Fur

die Beobachtungen im Phasenkontrast benutzten die Forscher ein Objektiv von Nikon
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(40x/0,6) mit einem Arbeitsabstand von ca. 4 mm, das auf Glasdicken im Bereich von
1,3 bis 1,8 mm spharisch korrigiert war. Der eingesetzte Kondensor hatte eine numeri-
schen Apertur von 0,7 mit einem Arbeitsabstand von 11 mm. Die Autoren berichten,
dass die besten Bilder von Objekten aus der unmittelbaren Nahe des Zentrums der
Fenster erzielt werden konnten. Die Befestigung der Zelle auf dem Mikroskopiertisch

bestand aus einer temperierbaren Halterung, die um + 45 ° waagrecht verdreht werden

konnte.
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Abbildung 2.15: Technische Zeichnung der Hochdrucksichtzelle von Salmon und Ellis aus dem
Jahre 1975. Links: Das Unterteil der Hochdruckzelle, rechts: der Deckel, F) an dieser Stelle
wurden die Fenster eingeklebt. Die Langen sind in Inch angegeben. Die Zelle wurde auf einen
maximalen Betriebsdruck von 1050 bar ausgelegt. [79]

In einer folgenden Veroéffentlichung benutzte Salmon diese Hochdrucksichtzelle, um
den Einfluss des Druckes auf die mitotische Spindel bzw. den Einfluss auf die Anord-

nung der Mikrotubuli der mitotischen Spindel zu untersuchen [80].

Begg et al. benutzten diese Zelle in Verbindung mit einem Phasenkontrastobjektiv
(10x,0,22) von Zeiss und einem Kondensor mit langem Arbeitsabstand. Sie untersuch-

ten das Teilungsverhalten von Seeigelzellen unter dem Einfluss von Hochdruck und
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versuchten mit den Ergebnissen, Rlckschlisse auf die strukturelle Organisation des

Aktins bzw. der Aktinfilamente zu ziehen [27].

Der sogenannte Hochdruck-Objekttrager, wie er von Butz vorgestellt wurde, war fur
einen Betriebsdruck bis 2000 bar bei maximal 60 °C ausgelegt. Die optische Weite
betrug 4 mm (Abbildung 2.16 links). Eine Trennfuge (f) teilte ihn in zwei Teile, so dass
er bequem zu beladen war. Die Saphirfenster (d) blieben standig eingebaut. Die Ab-
dichtung zwischen den beiden Halften erfolgte durch eine federverstarkte Elastomer-
Dichtung (f) mit hoher Standzeit. Zusatzlich zum Druckanschluss (c) war eine Moglich-
keit zur Einfuhrung (e) einer Elektrode, eines Thermoelements oder eines Lichtleiters
vorgesehen. Die Hohe des Gerates betrug 68 mm und erlaubte die Verwendung eines

Phasenkontrast-Kondensors.
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Abbildung 2.16: Hochdruckobjekttrager und selbstkonstruiertes Objektiv mit grolRem Arbeitsab-
stand. Links: Hochdruckobjekttrager a) optische Achse; b) Druckschraube; c) Druckanschluss;
d) Sichtfenster aus Saphir; €) Anschluss flr Elektrode, Lichtleiter etc; f) Dichtung/Trennfuge; g)
Verschlussschraube. Rechts: Objektiv h) Teil eines Auflichtobjektives; i) gefasste Bikonkavlinse
(f =-70); j) Anschlussstuck. [81]

Die auf den 8 mm starken Saphirfenstern lastenden Druckkrafte mussten von einem
20 mm starken Halteapparat aufgenommen werden. Dadurch ergab sich ein Arbeitsab-
stand von 28 mm bei der Verwendung von handelsiublichen Objektiven. Beobachtet
wurde durch ein selbstkonstruiertes Objektiv (Abbildung 2.16 rechts). Daflr wurde ein
Teil eines Auflichtobjektivs alterer Bauart Uber eine Konkavlinse (Brennweite ca. —

70 mm) mit einem Anschlussstick flr den Objektivrevolver verbunden. In Verbindung
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mit dem benutzten Umkehrmikroskop ergab sich eine etwa 100fache VergroRerung.
Uber den Auflichtstrahlengang des Mikroskops konnte durch das Objektiv ein Laser-
strahl eines Farbstofflasers zur Manipulation eingebracht werden. Mit Hilfe einer TV-

Kamera wurden die Bilder auf Videobander gespeichert [81].

Die Intention von Pagliaro et al. war die Entwicklung einer Hochdrucksichtzelle fir die
Simulation von Zustanden in der Tiefsee, um damit den Einfluss des Wasserdruckes
auf Zellen zu erforschen. Bei der Konstruktion versuchten sie die Rahmenbedingungen
der Mikroskopie wie sie bei atmospharischem Druck herrschen beizubehalten. Sie ex-
perimentierten mit Objektiven mit grolRen numerischen Aperturen und erprobten deren
Verhalten auf ansteigende Deckglasdicken. Sie wahlten ein 40fach-Objektiv (Olimmer-
sion) mit einer nA von 1,3 (freier Arbeitsabstand von 0,22) in Verbindung mit Deckgla-
sern der Dicke von 0,20-0,22 mm (Borosilicatglas). Um bei der Konstruktion der Zelle
aus rostfreiem Stahl (Abbildung 2.17) auf eine Flanschverbindung verzichten zu kon-
nen, wurde das runde Deckglas (18 mm Durchmesser) mit einem Epoxydharzkleber
von aul3en auf die Beobachtungsoffnung (Durchmesser ca. 1 mm) aufgeklebt. Die Zelle
konnte mit einem Maximaldruck von 70 bar beaufschlagt werden und ermdglichte Epi-

Fluoreszenzmikroskopie mit einer optischen Auflésung von 0,218 um.

——— oberes Saphirfenster

-— Beobachtungsfenster
(Deckglas)

~——— Gewindering

Abbildung 2.17: Hochdrucksichtzelle nach Pagliaro et al.. Gesamthdhe der Zelle betragt 15 mm,
deren Durchmesser betragt 37 mm. [82]

Die Autoren berichten in dieser Veroéffentlichung einerseits von der Beobachtung von
Stressfibrillen und Mitochondrien im Phasenkontrast und andererseits von der Beobach-

tung von Rhodamin-123-gelabelten Mitochondrien in Swiss 3T3 Fibroblasten mit Fluo-
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reszenzmikroskopie. Die Zellen konnten direkt auf dem angeklebten Deckglas kultiviert
werden. Jedoch musste das Deckglas nach jedem Versuch durch ein neues ersetzt
werden. Den Druck fur die Zelle erzeugte eine HPLC-Pumpe. Die Zelle konnte durch

ein an der Unterseite angebrachtes Peltier-Element auf 37 °C temperiert werden [82].

Perriet-Cornet et al. stellten im Jahr 1995 ihre sogenannte ,high-pressure bomb® vor,
die lichtmikroskopische Beobachtungen bis zu einem Druck von 7000 bar ermdglichen
sollte (Abbildung 2.18). Die Sichtfenster der Zelle bestanden aus Saphirzylindern mit
einem Durchmesser von 10 mm, wobei der obere Zylinder eine Starke von 10 mm und
der untere eine Starke von 5 mm hatte. Das obere Fenster wurde durch eine gelochte
Halteschraube auf einen ringférmigen Abstandshalter gedrickt, der mit kleinen Léchern
zur Druckweitergabe versehen war. Dieser Abstandshalter mit einer Hohe von 0,8 mm
gab den Anpressdruck der Halteschraube weiter auf das untere Fenster. Im ringformi-
gen Abstandshalter befand sich der Probenraum (V = 25 ul). Abgedichtet wurden die
Fenster an den Mantelflachen der Saphirzylinder mit Messing-Gold-Dichtungsringen.
Der extern erzeugte Druck wurde uber die Hochdruckverschraubungen in den Proben-
raum geleitet. Nach jedem Experiment mussten alle Teile zu Reinigungszwecken de-
montiert werden. Die Proben wurden von unten mit einem Long-Distance-Objektiv
(20fach) beobachtet. Der Abstand zwischen Objektiv und Objekt wurde mit 19 mm
angegeben. Die Autoren berichteten, dass anfangliche Versuche mit Saccharomy-
ces cerevisiae unbefriedigende Ergebnisse lieferten, da die Zellen zu wenig Kontrast
boten. Aus diesem Grund wurde mit der Hefe Saccharomycopsis fibuoligera gearbeitet,
die einen Durchmesser von 7-10 um hat, eine wohldefinierte Zellwand besitzt und an-
nahernd spharisch ist. Um die Bewegung der Hefezellen zu unterbinden und ein Aus-
spulen der Hefezellen aus dem Probenraum zu verhindern, wurden die Mikroorganis-
men in Chitosan-Gel immobilisiert. Bei den Versuchen beobachteten Perriet-Cornet et
al. die Zellen fir 15 min bei 2500 bar. Die Druckerhdéhungsrate lag bei 300 bar/min, die
Druckreduzierung erfolgte mit doppelter Geschwindigkeit. Wahrend der Druckerh6hung
reduzierte sich das Volumen auf 85-90 % des Ausgangsvolumens. Nach 15 min Halte-
zeit belief sich das Volumen nur noch auf 75 %. Nach der Dekompression konnte eine
Erholung auf 90 % beobachtet werden.

Die Autoren unterschieden die Druckapplikation in drei Phasen. In der Kompressions-
phase kommen die Kompressibilitaten der Zellinhaltsstoffe zum tragen. In der Halte-

phase wird die Volumenverringerung durch einen Massentransfer durch die Membranen
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verursacht. Die dritte Druckreduzierungsphase stellt eine Umkehrung der ersten Phase
dar [32].

Detailansicht
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Abbildung 2.18: Hochdrucksichtzelle mit Detailansicht der Probenraumumgebung. [32]

Einige Jahre spater wiederholte Perrier-Cornet die Versuche in ahnlicher Weise eben-
falls mit Saccharomycopsis fibuligera. Um eine Unterscheidung zwischen lebenden und
toten Zellen treffen zu kdnnen, wurden die Zellen nach der Druckreduzierung mit einem
modifizierten anilinblauen Fluorochromfarbstoff gefarbt. Die Druckerh6hungsgeschwin-
digkeit lag bei 20 bar/s und die Druckreduzierungsrate nach 15 min Haltezeit bei
2500 bar betrug 40 bar/s. Die Volumenveranderung der einzelnen Zellen war unter-
schiedlich. Sowohl die intakten als auch die inaktivierten Zellen reduzierten ihr Volumen
bei der Druckerh6hung um ca. 15 %. Wahrend die inaktivierten Zellen bei 2500 bar Gber
die Haltezeit von 15 min standig an Volumen verloren (ca. weitere 10 %), verringerte
sich bei den intakten Zellen das Volumen kaum merklich. Nach der Druckreduzierung
erreichten die intakten Zellen wieder ein Volumen von 90 % und die inaktivierten Zellen

ein Volumen von ca. 80 % [83].

Mit dieser Hochdruckzelle untersuchten Douzals et al. das Verhalten von Starkekornern
(Kartoffel) unter dem Einfluss von Hochdruck. Bei den Untersuchungen wurde das
Volumen Uber eine einfache Kugelgleichung aus dem Projektionsdurchmesser be-
stimmt. Die Starkekorner waren mit Jod angefarbt, um einen starkeren Kontrast fur die
bildanalytische Auswertung zu bekommen. Suspendiert wurde die Starke in destillier-
tem Wasser. Ab 3000 bar verloren einige Korner ihre Farbung, einige Kérner begannen
anzuschwellen. Das Anschwellen betraf kleine und gro3e Korner in gleichem Malde. Es

wird berichtet, dass die Kdrner beim Druckaufbau (Kompressibilitat) kleiner werden und
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bei der Druckabsenkung wieder grélier. Unbeschadigte Weizenstarke zeigt eine hdhere
Druckresistenz als beschadigte. Die Korner schwollen etwas an, verloren jedoch ihre
Farbung nicht. Dies wird durch Hydration erklart [84].

Obwonhl die ,high-pressure bomb* auf einen Druck von 7000 bar ausgelegt wurde [32],
wurde in keiner der Veroéffentlichungen von einem tatsachlich angelegten Druck hdher
als 4200 bar berichtet [32, 83-86].

Besch und Hogan stellten eine Drucksichtzelle ahnlich der von Pagliaro vor [82]. Das
Beobachtungsfenster dieser Zelle bestand aus zwei mit transparentem Epoxydharz
verklebten Deckglasern (0,11 mm dick, 6,5 mm Durchmesser). Mit diesen Fenstern war
die Zelle bis zu einem Druck von 150 bar stabil. Durch eine HPLC-Pumpe konnte konti-
nuierlich Versorgungsflussigkeit in die Probenkammer (V = 100 ym) gepumpt werden.
Mit Hilfe von stromleitendem Epoxydharz konnten zwei Platinelektroden mit einem
Durchmesser von 10 um im Innern der Zelle versorgt werden. Mit diesen Elektroden
wurden Herzmuskelzellen unter dem Einfluss des Druckes mit elektrischer Spannung
stimuliert. Flissigkeitskanale im Zellkorper erlaubten die Temperierung der Zelle auf
36,5 °C. Laut den Autoren konnten in Verbindung mit dieser Zelle differentieller Pha-
senkontrast, Phasenkontrast, Polarisationsmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie
durchgefiuihrt werden [87].

Um die optisch erkennbare Textur und die Phasenubergange von Flussigkristallen und
Polymeren unter Einfluss von Druck und Temperatur zu untersuchen, konstruierten
Maeda und Koizumi eine Zelle, die durch vier elektrische Heizelemente (e) bis zu einer
Temperatur von 250 °C temperiert werden konnte und einem Druck von bis zu 3000 bar
standhielt (Abbildung 2.19). Die Probe wurde zwischen zwei dunne Glasscheiben ge-
geben und mit einem Probenhalter (a) in das Innere der Hochdrucksichtzelle einge-
bracht. Mit einem Long-Distance-Objektiv mit 20facher Vergrélierung wurden durch das

obere Saphirfenster (c) polarisationsmikroskopische Beobachtungen durchgefihrt [88].
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To High-Fressure Pump
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Abbildung 2.19: Zeichnung der optischen Hochdruckzelle nach Maeda und Koizumi. Oben:
geschnittene Ansicht von oben; unten: geschnittene Ansicht von hinten. a) Hochdruckver-
schraubung zur Einbringung des Probenhalters; b) Haltenuss fiir das Fenster; ¢) Fenster aus
Saphir; d) Hochdruckverschraubung zur Druckversorgung; €) elektrische Heizelemente; f)
Thermoelement; g) O-Ringe aus Phosphorbronze; h) Zellenkdrper aus martensitischaushartba-
rem Stahl. [88]

Zur Untersuchung der Morphologie verschiedener Polymere unter dem Einfluss von
Druck und Temperatur wurde von Reck et al. die in Abbildung 2.20 gezeigte Hoch-
drucksichtzelle konstruiert. Die Kuhlung der Zelle erfolgt bis zur Tiefsttemperatur von
-40 °C durch die Durchleitung von flissigem Stickstoff durch die Kuhimittelkanale (b).
Bis zur Hochsttemperatur von 270 °C wurde mit vier elektrischen Heizelementen (a)
geheizt. Die Temperatur im Probenraum wurde Uber ein Thermoelement (e) erfasst. Die
Probe selbst wurde in eine transparente Latexfolie eingebracht und zwischen zwei
dinnen Scheiben Uber den Probenhalter (g) in den Probenraum eingebracht. Die
Hochdruckfenster (i) aus Saphir waren auf eine Haltevorrichtung (k) aufgeklebt, die

wiederum in einer Haltenuss () verankert war. Zur Abdichtung des Probenraumes wur-
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de mit einem besonderen Dichtsystem gearbeitet. Das Herzstuck dieses Dichtsystems
(m) bestand aus einer Ringdichtung mit c-formigem Profil, die zur Druckseite hin offen
war. Stieg der Druck im Innern der Probenkammer, drickten die obere bzw. untere
Aulenseite der Dichtung mit steigender Kraft auf die Dichtflachen. Der minimal erreich-
bare Arbeitsabstand betrug 12 mm. Die Autoren benutzten ein 10fach-Objektiv mit

einem Arbeitsabstand von 18 mm [89].
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung der Hochdrucksichtzelle nach Rech et al. [89]. Links
oben: Ansicht von oben; links unten: geschnittene Darstellung von hinten; rechts: Darstellung
des Dichtsystems der Zelle. a) elektrische Heizelemente; b) Kihlmittelkanale; ¢) Abdeckungs-
platte aus rostfreiem Stahl; d) Widerstandstemperaturflihler aus Platin; €) Thermoelement; f)
Probenraum; g) Hochdruckverschraubung zur Einbringung des Probenhalters; h) Hochdruckan-
schluss zur Druckversorgung; i) Fenster aus Saphir; k) Haltevorrichtung fir die Fenster; |) Hal-
tenuss; m) Dichtsystem; n) Vorrichtung zur genauen Positionierung bei der Montage; o) Druck-
medium (Silikondl).

Koyama et al. versuchten nach Vorgaben der Zelle von Besch und Hogan [87] ihre
Hochdrucksichtzelle erheblich leistungsfahiger zu konstruieren und so Bedingungen der
Tiefsee zu erzeugen (Abbildung 2.21). Temperaturen bis zu 2 °C wurden durch mit
kaltem Wasser durchflossenen Kanalen in der Zelle erreicht, wobei eine Erwarmung bis
auf 80 °C durch ein an der Unterseite der Zelle angebrachtes Heizelement bewerkstel-
ligt wurde. Mit Hilfe von verschiedenen Kolbenpumpen war es moglich, Kulturflissigkeit
bzw. Agenzien bis zum Maximaldruck der Zelle (1000 bar) durch einen Injektionsein-

gang zur Probe zu beférdern. Zur Stimulierung von Zellen in der Probenkammer durch
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elektrisches Potential, war die Hochdruckzelle mit drei Elektroden versehen. Das obere
Beleuchtungsfenster (8 mm dick) und das untere Beobachtungsfenster (2 mm dick,
1 mm optische Weite) der Zelle bestanden aus Pyrex-Glas (Borosilicatglas). Die mikro-
skopischen Beobachtungen wurden mit einem 20fach- (nA = 0,40) bzw. einem 40fach-
Objektiv (nA = 0,55) und einem Umkehrmikroskop durchgefiihrt. Untersucht wurde das
Langenwachstum von E. coli unter Hochdruck. Bei 450 bar zeigte E. coli keine Zelltei-
lung mehr, jedoch ein anhaltendes Wachstum in die Lange. Die Autoren machten hier-
fur eine Falschfunktion der fur die Zellteilung zustandigen Proteine verantwortlich. Bei
weiteren Untersuchungen mit adherenten HelLa-Zellen (humane Krebszellen) zeigten
die Zellen bereits bei einem Druck von 250 bar ein Abrunden. Bei 400 bar war ein Zu-
ruckziehen der Zellen erkennbar. Nach einer Druckbeaufschlagung von 500 bar fur
17 Stunden waren alle Zellen zerstort. In ihrer Veroffentlichung bedauerten die Wissen-
schaftler ausdricklich, dass es weder mit ihrer Zelle noch mit allen anderen bekannten

Hochdrucksichtzellen mdglich sei, Fluoreszenzmikroskopie durchzufihren [90].

Medienausgang
) Kuhlwasserausgang
Elektrode - .
Injektionseingang
Thermoelement |
Elektrode ; \ Elekirode
ﬁ, ./.
Kuhlwasseremgang '.

Medlenemgang

Fenster

Objektiv

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung der Hochdrucksichtzelle nach Koyama et al.. Oben:
geschnittene Ansicht von oben, unten: geschnittene Ansicht von vorne. Zellengrundkérper
besteht aus rostfreiem Stahl. Das Probenvolumen betragt 100 pl. [90]
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Eine sogenannte Durchflusszelle zur mikroskopischen Beobachtung von Miroorganis-
men im Uberkritischen Zustand von Wasser (274 °C, 221 bar) wurde von Deguchi et al.
vorgestellt (Abbildung 2.22). In einen Zellenkdrper (b) aus korrosionsbestandigem Stahl
wurde ein durchgehender Stromungskanal mit einem Durchmesser von 3,18 mm ge-
bohrt. Quer zu diesem Kanal wurden Diamanten (a) in Titandichtungen gepresst. Den
Anpressdruck lieferte eine Haltenuss (e) mit AuRengewinde. Ein elastischer Kompensa-
torkorper (d) in Form einer dicken Beilagscheibe gab die Kraft weiter an die Fensterhal-
terung (c), die wiederum die Kraft auf den Diamanten weiterleitet, der dadurch in Titan-
dichtungen gepresst wurde. Der Kompensatorkérper war zum Zweck der Spannungs-
kompensation zwischen den verschiedenen Teilen in Folge von Temperaturenspan-
nungen gedacht. Mit Hilfe eines in den Zellenkorper eingeschraubten Thermoelementes
(f) wurde die Temperatur der Zelle bestimmt. Der gesamte Zellenkorper war von einer
Temperiereinheit umgeben, mit der die Zelle bis zu einer Temperatur von 400 °C erhitzt
werden konnte. Mit einer Injektionsspritze wurde die Probe in den Durchflusskanal
injiziert. Nach der Sedimentation der Zellen auf das untere Fenster konnte die Zelle mit
Hilfe einer HPLC-Pumpe und einem Uberdruckventil mit einem konstanten Durchfluss

bis zu einem Maximaldruck von 350 bar durchstromt werden.
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Abbildung 2.22: Technische Zeichnung der Durchflusszelle nach Deguchi et al.. Oben: Drauf-
sicht im Teilschnitt, unten: Seitenansicht von vorne im Vollschnitt. a) Sichtfenster aus Diamant;
b) Zellenkérper; ¢) Fensterhalterung; d) Kompensationskérper; e) Haltenuss; f) Thermoelement.
[91]
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Die sedimentierten Zellen wurden mit einem Umkehrmikroskop und einem 10fach-
(nA =0,21) oder einem 20fach-Objektiv (nA = 0,35) durch den unteren Diamanten beo-
bachtet. Beide Objektive hatten einen Arbeitsabstand von 20,3 mm und wurden im
Betrieb mit einer Zirkulationskihlung unterhalb der Temperatur von 60 °C gehalten.
Laut den Autoren konnte so eine maximale optische Auflésung von 2 uym erzielt werden.
Leider ging aus den Ausfuhrungen der Autoren nicht hervor, welche wissenschaftlichen
Ziele es haben konnte, sedimentierte Zellen im Durchfluss unter Hochdruck zu Uber-

stromen [91].

2.3 Optische Grundlagen zur Konstruktion einer Hochdrucksichtzelle

Bei Hochdrucksichtzellen, bei denen keine mikroskopischen Bilder aus ihrem Innern
bendtigt werden, wird Licht bestimmter Wellenlange in das Innere der Zelle geleitet,
damit dieses in Wechselwirkung mit der Probe tritt. Das reflektierte bzw. transmittierte
Licht wird durch das llluminationsfenster oder ein weiteres Fenster (Beobachtungsfens-
ter) nach aufRen geleitet, wo es einem oder mehreren Empfangern zugefuhrt wird. Die
Ausmalde der Fenster sind hier nach optischen Gesichtspunkten zweitrangig und wer-

den somit eher nach den Belangen der Festigkeit ausgewahilt.

Im Gegensatz zu diesen meist vom Handel vorgefertigten Hochdruckzellen mussen bei
der Konstruktion einer sogenannten Hochdrucksichtzelle zur Beobachtung von mikro-
skopisch kleinen Objekten aus optischem Blickwinkel einige grundlegende Gegebenhei-
ten beachtet werden. Im Folgenden soll anhand ausgewahlter geometrischer und wel-
lenoptischer Grundlagen aufgezeigt werden, wo die Problematik bei der Konstruktion
einer solchen Zelle liegt, wie dieser Problematik entgegengewirkt werden kann und wo
die derzeitigen Grenzen einer solchen Konstruktion und somit der Hochdruckmikrosko-
pie im Allgemeinen liegen. An den jeweiligen Stellen dieses Abschnittes werden die
Folgerungen der dargestellten optischen Grundlagen auf die Konstruktion einer Hoch-

drucksichtzelle bereits ausgefuhrt. Dies erschien als die effektivste Vorgehensweise.

2.3.1 Licht

Elektromagnetische Strahlung erstreckt sich von der Héhenstrahlung (A = 10"° m) bis
zu Funkwellen (A = 10° m) iber einen sehr groken Wellenldngenbereich, der nach prak-

tischen Gesichtspunkten (verfugbare Strahlungsquellen, Empfanger und Anwendungen)
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eingeteilt wird. Im Bereich der Wellenlangen von 100 nm bis 1 mm liegt optische Strah-
lung vor. Der kurzwellige Teil dieses Bereiches (100 nm bis 380 nm) umfasst die Ultra-
violettstrahlung (UV), der langwellige Teil (780 nm bis 1 mm) die Infrarotstrahlung (IR).
Nur fur den Zwischenbereich von 380 nm bis 780 nm ist das Auge empfindlich. Elekt-

romagnetische Strahlung in diesem Bereich bezeichnet man als Licht (VIS).

Die durch das Auge vermittelte Lichtempfindung hangt von der Zusammensetzung des
Gemisches aus Licht verschiedener Wellenlangen ab. Als monochromatische Strahlung
bezeichnet man einen sehr engen Bereich des Spektrums. Dies fuhrt zur Empfindung
einer gesattigten Farbe (Spektralfarbe). Abbildung 2.23 zeigt die Farbbereiche des
Lichts. Die Erzeugung monochromatischer Strahlungen gelingt u. a. mit Lampen, in
denen Gase oder Dampfe bestimmter Elemente zum Leuchten angeregt werden. Einige
der so entstehenden Spektrallinien zusammen mit der Ublichen Linienbezeichnung sind
ebenfalls in Abbildung 2.23 dargestellt. Die Strahlung anderer Lichtquellen (Bspw. Son-

ne, Gluhlampe) ergibt ein kontinuierliches Spektrum.

Ist es von Bedeutung, die Farbe einer Probe zu detektieren, so ist es zwingend notwen-
dig, dass die verwendeten Fenstermaterialien Licht mdglichst ungehindert bzw. unver-
andert transmittieren. Bei der Anwendung der Fluoreszenz- oder UV-Mikroskopie muss
dies zusatzlich fur den bendtigten UV-Bereich zutreffen. Fir das haufig im Bereich der
Hochdrucksichtzellen verwendete Material Saphir geht die Transmission von ca. 170 bis
6500 nm. Daruber hinaus besitzt Saphir eine hohe Festigkeit und Harte und ist weitge-
hend inert [92, 93]. Diamant gilt als hartester Stoff der Erde. Er transmittiert Licht im
Bereich vom 225 bis 2500 nm und kann je nach Menge von Fremdatomen bestimmte

Wellenlangenbereiche absorbieren [94, 95].

ElementHg Hg Hg CdH Hg He Na CdH He K
Linie i h g F'F e dD cCC r A
3650 4047 4358 4800 486) 546, 5876 589,3 6438 6563 7065 nm 7682
| | | I | | |
UV | violett blau EJBH'grUn gelbgriin gelb  orange rot
N ot o R, AN SN SRR
30 400 500 600 700 nm 780
A—>

Abbildung 2.23: Spektralfarben des visuellen Lichts mit ausgesuchten Spektrallinien. [96]
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2.3.2 Geometrische Optik als Werkzeug zur Konstruktion einer Hochdruck-
sichtzelle

Das Strahlenmodell ist die Grundlage der geometrischen Optik. Anhand dieses Modells
lasst sich die Ausbreitung des Lichts und deren Anderung durch abbildende Elemente
(lichtbrechende und lichtreflektierende Elemente) auf geometrische Weise beschreiben.
Die Welleneigenschaften des Lichts wie Beugung, Interferenz und Polarisation werden
in diesem Modell vollstandig vernachlassigt. Die Anwendung der geometrischen Optik
setzt jedoch voraus, dass die Dimensionen der ,optischen Hindernisse" (Linsen, Spie-
gel usw.) im Vergleich zur Wellenlange des Lichts um ein Vielfaches gréRer sind. Das
Strahlenmodell beschreibt die Lichtausbreitung durch Linien von eindimensionaler Aus-

dehnung, den sog. Lichtstrahlen [97].

Um die Anordnung und die Dimension der bendtigten Fenster zu bestimmen, bedient
man sich in erster Naherung der geometrischen Optik. Wie bei der Konstruktion aller
optischen Gerate stellt die geometrische Optik die erste Disziplin dar, um grundlegende

optische Gegebenheiten bestimmen zu kdnnen.

2.3.2.1 Ausbreitung des Lichts

Solange sich eine Wellenbewegung wie die Lichtstrahlung im leeren Raum, d. h. véllig
ungestort ausbreiten kann, gilt das Modell der Kugelwelle. Von einem Emissionszent-
rum breitet sich die Welle nach allen Seiten mit der gleichen Geschwindigkeit, beim
Licht im Vakuum mit der Lichtgeschwindigkeit ¢ = 2,99792-10% m/s [98], aus. Die Fort-
pflanzungsrichtung liegt senkrecht zur Wellenflache. Betrachtet man die Ausbreitung
des Lichts nur in einer bestimmten Richtung, verzichtet man auf die Wiedergabe von
Wellenflachen. Die Fortpflanzungsrichtung gibt man durch einen Pfeil an und nennt
einen solchen Pfeil einen ,Lichtstrahl" (Abbildung 2.24). Tatsachlich gibt es aber keine
Lichtstrahlen, sondern nur endliche Ausschnitte aus Kugelwellen, sogenannte ,Lichtke-
gel" oder ,Strahlenblschel". Da sich in einem idealen Strahlenbtischel alle Strahlen in
einem Punkt, im Emissionszentrum, schneiden, nennt man dieses ,homozentrisch".
Lichtkegel stellt man durch drei ausgezeichnete Strahlen dar, durch die zwei begren-
zenden Randstrahlen und durch den die Achse des Kegels bildenden und die Ausbrei-
tungsrichtung des Lichts angebenden ,Hauptstrahl". Da Strahlen divergieren, bezeich-
net man eine Kugelwelle, die sich von einem Emissionszentrum der ausbreitet auch als

.divergente" Welle. Liegt das Emissionszentrum in unendlich weiter Entfernung, dann
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geht die Kugelwelle in eine ebene Welle Uber. Der Lichtkegel wird zu einem Lichtzylin-
der oder ,Strahlenbundel” und Randstrahlen und Hauptstrahl sind untereinander paral-

lel.

Randstrahl

N
Strahlenblschel

Randstrahl

Abbildung 2.24: Ausbreitung des Lichts im leeren Raum.
2.3.2.2 Brechung (Refraktion) und Reflexion des Lichts

Sobald ein Lichtstrahl auf eine flr Licht transparente Flache trifft, wird dieser entweder
gebrochen oder reflektiert. Beim Durchrechnen eines Strahlengangs durch eine Hoch-

drucksichtzelle ist dies mehrmals der Fall.

In jedem Korper, in dem sich das Licht ausbreiten kann, ist die Fortpflanzungsge-
schwindigkeit des Lichts geringer als im leeren Raum. Sie sind ,optisch dichter" als die
Luft bzw. als das Vakuum. Die Lichtgeschwindigkeit c, flr jede Wellenlange ist in einem
Stoff eine charakteristische Grolze. Aus praktischen Grinden gibt man aber nicht diese
GroRe selbst, sondern ihr Verhaltnis zur Grofde der Lichtgeschwindigkeit im leeren

Raum ¢y an. Dieses Verhaltnis ist die Brechzahl oder der Brechungsindex:

Co

n, =—>
A C}v

Gleichung 2.8

Eine von dem gleichen Emissionszentrum kommende Welle legt in einer bestimmten
Zeit im leeren Raum eine groRRere Strecke zurlick als in einem Korper von der Brech-
zahl ny. Trifft eine Welle bei ihrer Ausbreitung auf einen sich in der Brechzahl vom ur-
sprunglichen Medium unterscheidenden Stoff, dann erleidet sie an der Grenzflache

zwischen beiden Veranderungen (Abbildung 2.25). Sie bestehen darin, dass
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1. ein Teil der in der Welle transportierten Energie an der Grenzflache zurlickge-
worfen wird (Reflexion),

2. der restliche Teil in den Korper eindringt, wobei schrag auftreffende Wellen ihre
Richtung andern (Brechung).

Bei der Reflexion und Brechung gelten die folgenden Gesetze:

1. Der einfallende, der gebrochene und der reflektierte Strahl sowie das Einfallslot
liegen in einer Ebene.

2. Bei der Reflexion gilt das Reflexionsgesetz:

a=p Gleichung 2.9

Der Einfallswinkel und der Reflexionswinkel sind gleich grof3.
3. Bei der Brechung gilt fur den Einfallswinkel und den Brechungswinkel das Bre-
chungsgesetz:

sina N, C

: —=n, Gleichung 2.10
siny n, C

Das Verhaltnis der Sinus des Einfallswinkels und des Brechungswinkels ist konstant
und gleich dem Verhaltnis der Brechzahl der beiden Stoffe [99].

. Einfallslot )
einfallender Stahl | reflektierter Strahl

gebrochener Strahl
Abbildung 2.25: Die Reflexion und Brechung an optischen Materialien verschiedener optischer
Dichte

Wird der Winkel des einfallenden Strahls vergrof3ert, vergrofert sich auch der Winkel

des gebrochenen Strahls. Ist der Winkel a = 90° so wird er vollstandig reflektiert.

Tritt der Fall ein, dass ein Lichtstrahl von einen optisch dichteren Medium in ein optisch
dinneres Medium einfallt, so erfahrt der einfallende Strahl bereits bei einem Winkel

a < 90° eine sogenannte Totalreflexion. Bezeichnet man den Brechungsindex des op-
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tisch dichteren Mediums mit n4 und den des optisch dunneren Mediums mit no, so ergibt

sich fur den sogenannten Grenzwinkel der Totalreflexion folgende Beziehung:

N,

sina. = —
G

n

1

Gleichung 2.11

Fir Winkel die grof3er oder gleich ag sind, ist kein gebrochener Strahl zu beobachten.

2.3.2.3 Aperturwinkel, Deckglaskorrektur und freier Arbeitsabstand als Kriterium

zur Konstruktion des Strahlenganges

Der sich vor einem Mikroskopobjektiv ausbildende Aperturkegel spielt bei der Berech-
nung des Strahlenganges eine fundamentale Rolle. Er ist die Summe aller derjenigen
Strahlen, die vom Objekt ausgehend vom Objektiv aufgenommen und zu einem Bild
verwertet werden. Das Auflosungsvermogen eines Mikroskopobjektivs hangt mit dessen
numerischer Apertur zusammen und ist somit ein, wenn nicht das wichtigste Leis-
tungsmerkmal eines Objektivs. Die Zusammenhange zwischen nA und optischer Auflo-
sung lassen sich jedoch nicht mit der geometrischen Optik begrinden. Hierfur bedarf es

der wellenoptischen Betrachtung, auf die in Kapitel 2.3.3.6.2 noch eingegangen wird.

Abgesehen von der numerischen Apertur wird jedes mikroskopische Objektiv mit der
VergrofRerung (Maldstabszahl), der Korrektur auf mogliche Deckglaser (Deckglaskorrek-
tur) und dem freien Arbeitsabstand charakterisiert, der den minimalen Abstand zwi-
schen Objekt bzw. dem Deckglas bestimmt. Daruber hinaus muss bekannt sein, ob das
verwendete Objektiv auf Luft (Luftobjektiv) oder ein bestimmtes Immersionsmittel (Im-

mersionsobjektiv) korrigiert wurde.

Bei Objektiven ohne Deckglaskorrektur konnen aus der numerischen Apertur und dem
freien Arbeitsabstand alle GroRen zur Durchrechnung eines Strahlenganges abgeleitet
werden (Abbildung 2.26 links). In diesem Fall entspricht der freie Arbeitsabstand dem
Gesamtabstand zwischen Objekt und Frontlinse des Objektivs. Uber die Gleichung 2.12
wird der Bezug zwischen der numerischen Apertur, dem halben Offnungswinkel des
Aperturkegels (Bmax,obj) und dem sich zwischen dem Objekt und dem Objektiv befinden-
den Medium (n;) hergestellt [100].

NA=D, -sin® . o, Gleichung 2.12
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Bei Immersionsobjektiven wird ein Medium mit hdherer optischer Dichte benutzt. Da-
durch kann die numerische Apertur und somit die optische Auflosung gesteigert wer-
den. Diese Objektive sind auf ein bestimmtes Immersionsmittel (beispielsweise Wasser
(n=1,33), Glycerin (n=1,47), Monobromnaphthalin (n =1,65) etc.) berechnet und
liefern nur unter Verwendung des vorgesehenen Immersionsmittels zufriedenstellende
Ergebnisse. Die Verwendung eines anderen Immersionsmittels oder gar Luft (n_« = 1,0)
bringt insbesondere bei Objektiven hoherer Apertur unzureichende Ergebnisse. Ebenso

verhalt es sich wenn Luftobjektive mit Immersionsmittel verwendet werden [99].

Aus Abbildung 2.26 links kann Gleichung 2.13 gewonnen werden. Somit kann unter
Verwendung des freien Arbeitsabstandes (fAopj) und dem aus Gleichung 2.12 bestimm-
ten Aperturwinkel (Bmaxobj) der Durchmesser der Aperturkegelgrundflache (doy) be-
rechnet werden. doy kann als wirkender Durchmesser der Frontlinse des Objektives
verstanden werden.

Aoy =2 TAy, - tan®,,, o Gleichung 2.13

Wird mit solch einem Objektiv durch ein Deckglas hindurch betrachtet, ist der freie Ar-
beitsabstand (fApeckgias,0nj) Nicht mehr der Gesamtabstand, sondern der Abstand zwi-
schen der Deckglasoberseite und der Objektivfrontlinse (Abbildung 2.26 rechts). Durch
den Ubergang der Strahlen aus dem Medium Luft in ein Medium mit héher Dichte wer-
den diese zum Einfallslot hin gebrochen (Gleichung 2.10). Somit verringert sich der freie
Arbeitsabstand mit zunehmender Glasdicke (dpeckgias,0nj). Der Gesamtabstand kann
durch die Verwendung einer hohen optischen Dichte des Glases (ngias) und der Glasdi-

cke vergroldert werden.

d.. sin ® N
o (oecigras ot ° tan[arcsin( maxOb_Luft B
2 Nolas Gleichung 2.14

fpbeckgl as,obj —
tan ®max,0bj

Hierbei muss darauf hingewiesen werden, dass fur den Einsatz ohne Deckglas berech-
nete Objektive, beim Einsatz mit Deckglas Bilder mit minderer Qualitat liefern. Bei Ob-
jektiven mit steigenden nA wird das Ergebnis zunehmend schlechter. Ab einer bestimm-
ten Grenze sind die gewonnen Bilder nicht mehr zufriedenstellend bzw. bilden das
Objekt mit nur sehr niedriger Ahnlichkeit ab [99].
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Um die auf dem Objektiv angegebene numerische Apertur in vollem Umfang ausnitzen
zu konnen und somit die maximal madgliche optische Auflosung zu erzielen, muss ge-
wahrleistet werden, dass die dulRersten Strahlen des Aperturkegels die Objektivfrontlin-
se noch erreichen. Limitieren kann dieses Kriterium die aul3ere Kreisflache des Deck-
glases, die diese Strahlen aus dem Deckglas austreten lasst. Gleichung 2.15 beschreibt

den Mindestdurchmesser (dpeckglasfizche,auren,0nj) dieser Kreisflache.

Opeciglasische.auen.on = 2 11O o+ (A = TAoeggras o) Gleichung 2.15

Um qualitativ hochwertige Bilder zu erzielen, wird man beim Betreiben einer Hoch-
drucksichtzelle in den meisten Fallen auf Objektive zurtckgreifen, die auf eine grofRe
Deckglasdicke korrigiert sind. Nur Zellen mit dicken Fenstern bieten die Moglichkeit,
einem hohen Innendruck standzuhalten. Diese Objektive sind entweder fest auf eine
bestimmte Deckglasdicke korrigiert oder konnen auf eine bestimmte Deckglasdicke
uber Verstellmechanismen eingestellt werden. Die Sichtung der auf dem Markt erhaltli-
chen Objektive ergab, dass sich der Maximalwert dieser Deckglaskorrekturen zwischen

2,0 bis 2,5 mm bewegt."

Die Angabe des maximalen freien Arbeitsabstandes (fA«orr) bezieht sich somit bei dieser
Art von Objektiven auf den Abstand zwischen Frontlinse und Deckglasoberflache. Mit
Gleichung 2.16 kann die Aperturkegelgrundflache (dojkor) berechnet werden. Als Bre-

chungsindex wird hier der Wert von BK7 verwendet (ngjas = 1,519 bei 548 nm).

. Sil'l ®max,0b' ’ nLuft
oy sorr = 2'[dDeckglas,korr 'tan(arcsm[ N ] + A - tan®,,, o Gleichung 2.16
as

Auch hier kann die wirkende numerische Apertur nur der angegebenen entsprechen,
wenn die aulere Kreisflache des Deckglases die Strahlen aus dem Deckglas komplett
austreten lasst. Gleichung 2.17 beschreibt den Mindestdurchmesser (dpeckgiasfis-

che,auten korr) dieser Kreisflache fur diesen Fall.

dDeckgIas‘Iache,auBm,korr = dObj,korr -2- fA<orr ' tan@)max,Obj Gleichung 217

! Hierbei ist jedoch zu beachten, soweit sei hier Kapitel 2.3.4 vorgegriffen, dass diese Objektive auf

Deckglasmaterialien aus optischem Glas (BK7, n = 1,5) berechnet werden und somit bei Deckglasern mit

hoheren optischen Dichten schlechtere Bildqualitaten liefern.
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Abbildung 2.26: Zum Einfluss des Aperturkegels auf die Konstruktion des Strahlenganges.

Links: Konstruktion ohne Deckglas; rechts: Konstruktion mit Deckglas.

Als Fenstermaterialien flr Hochdrucksichtzellen kann in den wenigsten Fallen optisches
Glas benutzt werden, da die Festigkeitswerte dieser amorphen Materialen gering sind.
Materialien mit hoherer Festigkeit haben jedoch in aller Regel auch eine hohere opti-
sche Dichte, was bei der Konstruktion des Strahlenganges unbedingt beachtet werden

Mmuss.

Vor dem Bau einer Hochdrucksichtzelle muss entschieden werden, wo die limitierenden
Faktoren hinsichtlich der Fensterkonstruktion zu finden sind. Es bieten sich zwei Mog-

lichkeiten:

Fall 1: Es soll mit einem bestimmten Fenstermaterial (Nrenster) gearbeitet werden. Aus
der Festigkeitsberechnung geht hervor, dass unter Benutzung dieses Materials eine
bestimmten Fensterdicke (drenster,0nj) benotigt wird. Somit kann unter Bezug der Objek-

tivdaten mit Gleichung 2.18 der freie Arbeitsabstand berechnet werden.

d.. sin® -n
Obj .korr : max,Obj Luft
T O enster o - tan| arcsin o
Fenster Gleichung 2.18

fA:enster ,Obj =

tan ®max,0bj

Fall 2: Es soll mit einem bestimmten Fenstermaterial (nrenster) gearbeitet werden. Die
Zellenkonstruktion Iasst nur einen bestimmten maximal moglichen freien Arbeitsabstand
(fAFenster,00j) ZzU. Aus diesen Werten und den Objektivdaten kann mit Gleichung 2.19 die

maximale Fensterdicke (drenster,00) €rmittelt werden.
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d..
Obj
q ) fAEenster,Obj tan®,, o
Fenster,Obj = . .
. [sn® N Gleichung 2.19
tan(arcsm( max,Obj " Lult
nFenstert

Analog zu Gleichung 2.15 und Gleichung 2.17 kann auch hier der Mindestdurchmesser

der Fensteroberflache (drensterfizche,auen,0b) DErechnet werden:

d..
_ Obj
dFmaerﬂache,aursen,Obj = - fA:enster,Obj 'tan@)max,om Gleichung 2.20

bzw.

sm ®max,0bj N

n

Fenstert

O enstertiache,auen. 0 = Arenster 0 -(arcsin( D Gleichung 2.21

Erfahrungsgemall mochte der Mikroskopierer nicht nur ein einziges Objekt in der Ob-
jektebene, sondern ausgedehnte Praparate in der Objektebene betrachten. Jedes Ob-
jektiv hat im Zusammenspiel mit dem benutzten Okular bzw. Kamera ein beschranktes
Sichtfeld, was aus den Angaben des Okulars bzw. der Kamera in Erfahrung gebracht
werden kann. Die Grole dieses Sichtfeldes bestimmt in erster Linie die MindestgroRRe
des Durchmessers der Innenseite des Betrachtungsfensters. Soll dartber hinaus durch
waagrechtes Verschieben der gesamten Zelle eine Verlegung des Gesichtsfeldes er-
maoglicht werden, so muss die seitliche Verschiebung einerseits beim Durchmesser der
Innenseite des Betrachtungsfensters, andererseits in den Gleichungen, die zur Berech-
nung des Mindestdurchmessers der Fensteroberflache (drensterfischeausen,ob) benutzt

werden, berlcksichtigt werden.

Die Gleichung 2.18 bis 2.21 zur Berechnung der Veranderungen des freien Arbeitsab-
standes bzw. der Fensterdicke errechnen sich aus den Belangen der geometrischen
Optik. Auch hier sei vorab bereits erwahnt, dass die erzielten Bilder nicht die entspre-
chende Qualitat haben wie die Bilder, die man durch die Konstellation mit Glasfenstern

vorgesehener Dicke bekommt (siehe Kapitel 2.3.4).

2.3.2.4 Kohlersche Beleuchtungsanordnung

Die bei einem Mikroskop angewendeten Beleuchtungsverfahren konnen in Auflicht- und
Durchlichtverfahren unterteilt werden. Das Auflichtverfahren wird bei der Fluoreszenz-

mikroskopie oder allgemein bei der Betrachtung nichttransparenter Praparate ange-
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wendet. Die Beleuchtung wird auf das Praparat gerichtet, das reflektierte Licht oder, im
Fall der Fluoreszenzmikroskopie, das emittierte Licht, wird vom Objektiv aufgefangen.
In den haufigsten Fallen wird das Beleuchtungslicht durch das verwendete Objektiv auf
das Praparat gefuhrt und nach Wechselwirkung mit dem Praparat vom selben Objektiv

wieder aufgenommen.

Beim Durchlichtverfahren fallt das Licht durch das Objekt in das Objektiv. Durch die
Objektstrukturen mit unterschiedlicher Transmission wird der Lichtstrom moduliert.

Das am haufigsten angewendete Beleuchtungsverfahren ist das vom Physiker August
Kohler entwickelte System flr Durchlicht im Hellfeld, bei dem die GrofRe des beleuchte-
ten Feldes mit einer sogenannten Leuchtfeldblende verandert werden kann. Da die
Leuchtflache (Gluhwendel der Beleuchtungsbirne) meist eine ungleichmallige Leucht-
dichteverteilung aufweist, schafft die Kohlerschen Beleuchtungsanordnung Abhilfe
(Abbildung 2.27). Ein erster Kondensor, Kollektor genannt, bildet die Lichtquelle vergro-
Rert in der vorderen Brennebene des eigentlichen Kondensors ab. Durch Kondensor
und Objektiv erscheint das nachste Lichtquellenbild in der Brennebene F' des Objektivs
und flllt die sogenannte Austrittspupille aus. Die Irisblende (Aperturblende) in der vor-
deren Kondensorbrennebene bestimmt die Apertur der Beleuchtung und beeinflusst
damit das Auflésungsvermogen und den Kontrast. Die Blende vor dem Kollektor be-

stimmt die Grol3e des ausgeleuchteten Objektfeldes (Leuchtfeldblende).

Die miteinander konjugierten Ebenen, in denen die Leuchtquelle scharf erscheint, nennt
man Pupillen. Die miteinander konjugierten Ebenen, in denen das Praparat scharf er-

schein, nennt man Luken [96].

Leuchtfeldblende

| ﬁKOndensor Feldblf\n;cie

P S ??1< P I /"/ 4 H :)) ‘H“‘-..\H L:ﬁ OkUIClr‘
Kollektor" Praparat | \ Feldlinse
Aperturblende Objektiv |

Abbildung 2.27: Die Kéhlersche Beleuchtungsanordnung. [96]

Wie bei der nA des Objektivs spricht man auch bei der Kéhlerschen Beleuchtungsan-

ordnung von einer Apertur, die sogenannte Beleuchtungsapertur, die das Praparat
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illuminiert. Wie in Kapitel 2.3.2.3 bereits angesprochen, hangt die optische Auflosung
eines Objektivs mit dessen numerischer Apertur zusammen. Unter Berucksichtigung
der Abbeschen Betrachtungsweise der wellenoptischen Abbildungstheorie des Mikro-
skops beeinflusst die Beleuchtungsapertur (A;) ebenfalls die optische Auflésung des
Mikroskops in folgender Weise:

A A

Auflésung nA+ A~ 2.nA Gleichung 2.22

Aus Gleichung 2.22 kann erkannt werden, dass die optische Auflosung bei Ausleuch-
tung des Praparates mit parallelen Strahlen, die sich parallel zur optischen Achsen
bewegen, eine Auflosung von

A

dutissung,min = A Gleichung 2.23

erreicht werden kann. Wird das Praparat von einem fokussierten Strahlenkegel illumi-
niert, spricht man von schrager Beleuchtung. Die Auflésung kann durch die VergrofRe-
rung der Beleuchtungsapertur solange gesteigert werden, bis sie die Grolde der numeri-

schen Apertur des Obijektivs erreicht hat. In diesem Fall gilt:

A

Auflésung, max =
2-n

d

[99] Gleichung 2.24

Im Falle von Auflichtbeleuchtung mit Hilfe des Beobachtungsobjektivs sind diese Bedin-

gungen hinreichend erfullt.

Unter der Benutzung des Kohlerschen Beleuchtungsverfahrens im Durchlicht sind ahn-
liche in Kapitel 2.3.2.3 berechnete Bedingungen herbeizufihren, um die maximal mogli-
che optische Auflésung zu erreichen. Um das Durchlichtverfahren bei Hochdrucksicht-
zellen zu ermoglichen, bendtigt die Zelle einerseits das bereits besprochene Beobach-
tungsfenster, andererseits ein gegenuberliegendes Beleuchtungsfenster. Abbildung
2.28 skizziert diese Anordnung. Ein Objekt, hier auf dem Beobachtungsfenster auflie-
gend, wird mit Hilfe eines Kondensors illuminiert. Der Aperturkegel der Beleuchtung
wird erst durch Luft bis an die obere Flache des Beleuchtungsfensters, dann durch das
Fenster hindurch an die Innenflache des Fensters und von dort durch das Medium bis
zum Objekt gefuhrt.
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Kondensor /
— l

Arbeits:absland ®max n Luft
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Fensterdicke . | .
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Abbildung 2.28: Zum Einfluss des Aperturkegels der Beleuchtung auf die Konstruktion des
Strahlenganges.

Wie das Objektiv hat auch ein Kondensor eine Apertur und einen freien Arbeitsabstand.
Der halbe Aperturwinkel des Aperturkegels (Bmaxi) kann somit aus Gleichung 2.12 be-
rechnet werden. Ebenso kann unter Verwendung des freien Arbeitsabstandes (fAxon)
mit Gleichung 2.13 der Durchmesser der Aperturkegelgrundflache (dkon) berechnet
werden. Analog zum Objektiv kann dkon als wirkender Durchmesser der Frontlinse des
Kondensors verstanden werden. Anmerkend sei hier auf Basis von Recherchen darauf
hingewiesen, dass es keine Kondensoren gibt, die auf eine bestimmte Deckglasdicke
korrigiert sind. Der Grund hierfir liegt darin, dass die Einflisse eines Deckglases hin-
sichtlich der Beleuchtung auf die Qualitat der erzielten Bilder vernachlassigbar klein

sind.

Abweichend zu den Verhaltnissen in Kapitel 2.3.2.3 befindet sich das Objekt hier in
einem gewissen Abstand (AOkon) von der Fensterinnenflache. Aus diesem Grund
kommt bei der Berechnung des Strahlenganges, abgesehen von den bereits bespro-
chenen GrolRen des freien Arbeitsabstandes (fArensterkon) Und der Fensterdicke
(drensterkon), Noch die Grofle AOkon bei der Berechnung hinzu. Das bedeutet fur den
Konstrukteur, dass er zwei dieser GroRen wahlen kann und sich die dritte GrolRe da-

durch ergibt.

Wird die Deckglasdicke (drenster kon) UNd freier Arbeitsabstand (fArenster kon) gewahlt, kann
der Abstand von der Fensterinnenflache zum Objekt aus der folgenden Gleichung be-

rechnet werden:
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_ dKon -2- (dFenster,Kon -tan Erenster Kon + f'AYZenster,Kon ' tan@)max,i)
Kon = Gleichung 2.25
2-tan EMedium.Kon g

AO

E€Fenster.kon 1St der Winkel, mit dem der aullerste Strahl des Aperturkegels das Fenster

durchlauft. Er kann wie folgt beschrieben werden:

Gleichung 2.26

Sln@)max,i ’ nLuft
n

gFenser,Kon = arcsm(
Fenster

EMedium,kon ISt der Winkel mit dem dieser Strahl das Medium bis hin zum Objekt durch-

lauft:

Sin gFenster,Kon ' nLuft ]

gMedi um,Kon = arCSIH( n

Gleichung 2.27

Fenster

Die beiden weiteren Falle konnen nach Umstellung der Gleichung 2.25 berechnet wer-
den.

Der Mindestdurchmesser der inneren Fensteroberflache (drensterfizche,innen.kon) Wird mit

der folgenden Gleichung ermittelt:

dFenaerfIache,innen,Kon = 2 . (AOKon -tan gMedium,Kon) Gleichung 228

Der Mindestdurchmesser der auflieren Fensteroberflache (drensterfiache auten kon) Kann mit

der folgenden Gleichung bestimmt werden:

dFensterfIéche,auBen,Kon =2 (AOKon -tan € Medium, Kon + dFenster,Kon -tan ‘9Fenster,Kon) Gleichung 2.29

Auch hier gelten die Aussagen aus Kapitel 2.3.2.3. Mochte der Mikroskopierer ausge-
dehnte Praparate betrachten, missen somit die Mindestdurchmesser drensterfizche, auten Kon

und drensterfiache innen,kon UM die bendtigten Werte vergroliert werden.

2.3.2.5 Dispersion (Farbzerstreuung) des Lichts

Bei den bisherigen Betrachtungen Uber die Brechung des Lichts wurde monochromati-
sches Licht vorausgesetzt. Tatsachlich senden annahernd alle Lichtquellen ein aus den

verschiedensten Wellenlangen zusammengesetztes, also keineswegs einfarbiges, Licht
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aus. Die Brechzahl ist bei einem bestimmten Stoff in der Regel fiur jede Wellenlange
eine andere. Eine ausgewahlte Reihe von wellenlangenabhangigen Brechzahlen be-
nutzt man zur Charakterisierung der optischen Eigenschaften fester und flussiger Stof-
fe. Diese Brechzahlen sind demzufolge flir die Optik wichtige Materialkonstanten. Wer-
den optische Gerate entwickelt, die mit Mischlicht arbeiten sollen, so missen die ver-
schiedenen von der Lichtwellenlange abhangigen Brechungswinkel berucksichtigt wer-
den. So wird Licht kirzerer Wellenlange starker gebrochen als Licht mit einer langeren
Wellenlange. Betrachtet man beispielsweise den blauen Anteil des Mischlichtes so wird

dieser starker zum Lot hin gebrochen als der rote Anteil.

Als Kennzahl fir die Brechung wird die Hauptbrechzahl nq (flr gelbgriines Licht der
Wellenlange A = 546,1 nm) angegeben. Als Kennzahl fur die Dispersion definiert man
die Abbesche Zahl:

ny —1
Ng —Ng

Vg = Gleichung 2.30

Die Brechzahldifferenz n.. —n. heil3t Hauptdispersion (bei 486,13 nm bzw. 656,26 nm).

Die mit Indizes versehenen Brechzahlen n bezeichnen diese fir verschiedene definierte
Lichtwellenlangen (Spektrallinien). Brechzahldifferenzen zwischen anderen Spektralli-
nien werden als Teildispersionen bezeichnet. Unter Betrachtung der Gleichung 2.30

bedeutet eine hohe Abbesche Zahl eine niedrige Dispersion [96].

Tabelle 1: Hauptbrechzahl, Abbesche Zahl und Hauptdispersion von Kronglas (BK7), Saphir
und Diamant. Die Daten fiir Saphir und Diamant kénnen je nach Fundorten bzw. Herstellungs-
verfahren z. T. stark differieren [93, 96, 101-103]. In Klammern stehen die Werte laut Auskunft
von Leica/Wetzlar [104].

Kronglas (BK7) Saphir Diamant
Hauptbrechzahl (ny) n, = 1,760-1,770
1,51872 2,424
N = 1,768-1,779
Abbesche Zahl (vq) 42,76-70,00
63,96 54,77 (44)
(72,10)
Hauptdispersion 0,00811 0,011-0,018 0,026

Die Tabelle 1 gibt die Hauptbrechzahlen, die Abbesche Zahl und die Hauptdispersion
der Stoffe Kronglas (BK7), Saphir und Diamant wieder. Die Daten kénnen je nach Zu-

sammensetzung durchaus stark differieren. Saphir, je nach Zusammensetzung, kann im
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Wertebereich von optischem Glas liegen. Diamant zeigt eine erheblich héhere Haupt-

dispersion als optisches Glas.

2.3.3 Wellenoptik

Die Ausdehnung der Objekteinzelheiten, die normalerweise mit einem Mikroskop unter-
sucht werden, kann in den meisten Fallen nicht mehr als grof3 gegenuber der Wellen-
lange des Lichts angesehen werden. Es ist infolgedessen bei der Betrachtung der Bild-
entstehung im Mikroskop nicht ausschlieRlich mdglich, nur nach geometrisch-optischen
Gesichtspunkten zu verfahren. Ein wirkliches Verstandnis der teilweise komplexen
Erscheinungen ist erst bei Berlcksichtigung der Wellennatur des Lichts mdglich. Nach
der wellenoptischen Betrachtungsweise ist das Bild als Ergebnis eines Interferenzvor-
gangs aufzufassen [99]. Die wellenoptischen Phanomene begrenzen letztlich das Auf-

ldsungsvermogen auch perfekter optischer Systeme [97].

2.3.3.1 Periodische Bewegung des Lichts

Eine elektromagnetische Welle beschreibt die Ausbreitung von zwei physikalischen
GroRen, namlich des elektrischen Feldes und des magnetischen Feldes im Raum, wie
auch den zeitlichen Verlauf dieser Groflen. Da diese GroRen FeldgrofRen sind, haben
sie nicht nur einen Betrag wie jede physikalische Grolke, sondern auch eine Richtung.
Sie werden daher zweckmaRigerweise durch Vektoren (E flr das elektrische Feld, B fur

das magnetische Feld) dargestellt [97].

Wird in einem Raumpunkt eine periodische Stérung (z. B. Anderung der elektrischen
Feldstarke) erzeugt, d. h. tritt hier eine Schwingung auf, so breitet sich diese Stérung
aus. Eine elektromagnetische Welle entsteht. Die Wellenausbreitung setzt eine Kopp-
lung zwischen benachbarten Volumenelementen in einem Medium voraus. Licht als
eine elektromagnetische Welle breitet sich in sinusférmigen Kugelwellen (ausbreitende
Stoérung) von seinem Erreger (Stérungszentrum) in den Raum aus und kann als Trans-
versalwelle (harmonische Schwingung) beschrieben werden [96]. Um am Ort der Front,
der sich ausbreitenden Welle zu jedem Zeitpunkt t die Auslenkung des E-Vektors (bzw.
B-Vektor), d. h. den Betrag y(t), um den er sich aus seiner Ruhelage entfernt hat, be-

rechnen zu kénnen, bedient man sich des folgenden Ausdrucks:

y(t) = A-sing, Gleichung 2.31
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Hierbei ist A der maximale Abstand von der Ruhelage und wird als Amplitude bezeich-

net. Der Winkel ¢; kann wie folgt ermittelt werden:
p=w-1 Gleichung 2.32
Wobei w die Winkelgeschwindigkeit ist. Sie kann Uber

~360°
T

im Gradmalf} bzw. Uber

(0

Gleichung 2.33

2
-

im Bogenmal bestimmt werden. T ist dabei die Zeitdauer fur eine Periode.

Gleichung 2.34

Der Weg, um den sich die Welle wahrend einer Periode T fortbewegt, ist die Wellenlan-
ge A. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Schwingungsbewegung im Vakuum fortbe-
wegt, ist die Lichtgeschwindigkeit c. Den Kehrwert der Periodendauer T bezeichnet man
als die Frequenz f der Lichtwelle. Somit kann die Fortpflanzungsgeschwindigkeit wie

folgt beschrieben werden [99]:

A
c=A-f bzw. Cz? Gleichung 2.35

2.3.3.2 Huygenssches Prinzip und die Beugung des Lichts

Nach dem hollandischen Physiker Christiaan Huygens (1629-1695) kann Licht als eine
Serie von Wellenimpulsen, die von jedem Punkt eines leuchtenden Koérpers ausgehen,
betrachtet werden. Um zu zeigen, wie dieses Modell der Lichtausbreitung die Gesetze

der geometrischen Optik erklaren, schlug er das folgende Prinzip vor:

Jeder Punkt einer sich ausbreitenden Wellenfront kann als Ausgangspunkt von Elemen-
tarwellen (Kugelwellen) gleicher Frequenz, Wellenlange und Polarisation betrachtet
werden, die sich selbst wieder mit Lichtgeschwindigkeit ausbreitet und deren Einhullen-

de die neue Wellenfront festlegt.

In Abbildung 2.29 wird dieses Prinzip auf eine ebene Welle und eine Kugelwelle ange-
wandt. In jedem dieser Falle bestimmt der Streckenzug AB die anfangliche Wellenfront

und A'B’ ist die neue Wellenfront zu einem spateren Zeitpunkt t. Der Radius jeder Ele-
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mentarwelle (spharische Welle) ist ct, wobei ¢ die Geschwindigkeit des Lichtes im

Ausbreitungsmedium ist [105].

Abbildung 2.29: Das Huygenssches Prinzip flr eine ebene und flr eine Kugelwelle. [105]

Als Beugung wird jede Form der Lichtausbreitung bezeichnet, die von den Gesetzen
der geometrischen Optik abweicht. Um die Strukturen von Beugungsmustern zu verste-
hen, hilft die von Huygens entwickelte Vorstellung der Elementarwellen. Wie angespro-
chen besagt sie, dass von jedem Punkt in einem Wellenfeld spharische Wellen ausge-

hen. Diese Wellen interferieren miteinander und bilden so das resultierende Wellenfeld.

Abbildung 2.30 links zeigt eine auf einen Einzelspalt der Breite b einlaufende ebene
Welle mit der Wellenlange A. Nach den Regeln der geometrischen Optik wurde sich
hinter dem Spalt eine scharf begrenzte ebene Welle ausbreiten. Nach dem Huygenss-
chen Prinzip gehen von jedem Punkt des Wellenfeldes jedoch Kugelwellen aus, speziell
auch von jedem Punkt im Spalt. Diese Wellen sind hier durch ihre Flachen gleicher
Phase (Halbkreise im Abstand A) gekennzeichnet. Ob diese Kugelwellen unter dem
Winkel a konstruktiv oder destruktiv interferieren, hangt von der Phasenbeziehung aller
Kugelwellen zueinander ab. Interferenz bedeutet, dass interferenzfahige Wellen, die
sich im selben Raumpunkt befinden, eine Gesamtwirkung ausbilden. Die Gesamtwir-
kung ergibt sich aus der vektoriellen Addition der Amplituden. Offensichtlich kommt es
zu volliger Ausloschung, also einem Interferenzminimum, wenn zu jeder Kugelwelle
eine weitere existiert, die gerade eine Phasendifferenz von 1 bzw. einen Gangunter-
schied von N2 hat. Dies ist der Fall, wenn sin(a) = A/b oder allgemein ein ganzzahliges
Vielfaches von Ab ist [97]. Die Winkel zu den aufsteigenden Minima kénnen somit mit

der Gleichung 2.36 beschrieben werden.
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sine,_. =k'T;t mitk = 1,2,3,... und k <% Gleichung 2.36

min

Zwischen den Minima entstehen Nebenmaxima (Abbildung 2.30 rechts), ihre Intensitat

nimmt nach auf3en hin schnell ab [106].

b |\l

s sin(a)

-3i/b -2u0b b 0 Wb 2Mb 3Wb

Abbildung 2.30: Links: Elementarwelle und Beugung am Einzelspalt. Rechts: Intensitatsvertei-
lung durch Beugung am Einzelspalt.

2.3.3.3 Intensitat und Koharenz

Beleuchtet eine Lichtquelle L4 eine Flache, so ist in einem Punkt P der Flache die mittle-
re Intensitat (mittlere Bestrahlungsstarke) wie folgt:

1 A
I, =€ & E’-c Gleichung 2.37

Dabei ist € die elektrische Feldkonstante und ¢, die Dielektrizitatszahl. Die Intensitat ist
proportional dem Quadrat der Amplitude der effektiven elektrischen Feldstarke. Bewirkt
eine zweite Lichtquelle L, in diesem Punkt eine weitere Bestrahlungsstarke, so erzeu-
gen Ly und Ly im Fall, dass beide Lichtquellen inkoharent sind, zusammen die Bestrah-
lungsstarke

_ L
lges = 1+|2:E‘90"9r'(E12+E22)'C Gleichung 2.38

Sind Ly und L, hingegen koharente Lichtquellen, so entstehen Interferenzstreifen. In
den Maxima werden die beiden Amplituden addiert; die mittlere Bestrahlungsstarke

betragt dann
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_ 1 . A
| ges =20 (E, +E,))*-c Gleichung 2.39

In den Minima dagegen ist die mittlere Bestrahlungsstarke I_ggﬁzo. Der (raumliche)

Mittelwert der Bestrahlungsstarke ist dabei der Bestrahlungsstarke der koharenten
Lichtquellen identisch. Die groRere Bestrahlungsstarke der Maxima wird durch die feh-

lende Bestrahlungsstarke der Minima egalisiert [106].

Naturliche Lichtquellen wie die Sonne, Gluhlampen oder Gasentladungslampen sind im
besten Falle ,teilweise" koharent. Die Koharenz ist ein Mal® fir den Grad der Phasen-
korrelation, der in einem Strahlungsfeld einer Lichtquelle an verschiedenen Stellen und
zu verschiedenen Zeiten vorzufinden ist. Haufig beschreibt man sie mit den Begriffen
zeitliche Koharenz und raumliche Koharenz, die die zeitliche Konstanz der Phase in
einem Raumbereich misst, d. h. ob sich die Welle eindeutig einer Wellenfront im Raum-
bereich zuordnen lasst. Zur Emission von Licht hoher Koharenz muss die Strahlungs-
quelle eine geringe Ausdehnung haben (im Grenzfall ein einzelnes Atom) und auler-
dem Licht geringer Bandbreite emittieren (im Grenzfall mit AA = 0). Naturliche Lichtquel-
len, mit Ausnahme des Lasers, emittieren Licht durch die unkorrelierte Emission vieler
Atome, wobei viele verschiedene Wellenlangen auftreten. Man erhalt als Ergebnis inko-
harentes Licht. Um mit einer naturlichen Lichtquelle (kein Laser) hohere Koharenz zu
erreichen, kann man zwei Verbesserungen durchfuhren. Zum einen kann man vor eine
Lichtquelle ein sehr kleines Loch setzen, das die raumliche Ausdehnung der Quelle
stark beschrankt. Zum anderen lasst sich durch einen Wellenlangenfilter die Linienbrei-
te AN des Lichtes verringern. Jede Modifikation verbessert die Koharenz des Lichtes,
das von der Lichtquelle abgegeben wird. Hierbei wird jedoch die Intensitat drastisch
geschwacht [105].

2.3.3.4 Lichtstrom und Helligkeit beim Mikroskop

Der einem bestimmten System zukommende Aperturwinkel ist ein Maf} fur denjenigen
Teil, der von einem Objektpunkt ausgesandten Strahlenmenge, welcher durch das
System aufgenommen und dem konjugierten Bildpunkt zugefihrt werden kann. Diese

Strahlenmenge, d. h. der vom Obijektiv erfasste sogenannte Lichtstrom ist:

®=I1-7-nA’=B-L-7-nA’ Gleichung 2.40
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Hierbei ist | die Lichtstarke, mit der eine leuchtende Flache von der GroRe L strahlt. B
ist die Leuchtdichte (spezifische Helligkeit) des einzelnen Flachenelements. Aus
Gleichung 2.40 geht hervor, dass der Lichtstrom proportional zum Quadrat der numeri-
schen Apertur ist. Die numerische Apertur ist somit das Mal} fur die strahlungsaufneh-

mende und strahlungsvermittelnde Fahigkeit eines optischen Systems.

Bei einer fehlerfreien Abbildung muss der gesamte von einem Objektpunkt aus ins
Objektiv aufgenommene Lichtstrom wieder vollstandig durch einen Bildpunkt hindurch-

treten. Es kann Gleichung 2.40 zur Gleichung 2.41 umgeformt werden.

nA?

== B ) Gleichung 2.41

Aus dieser geht hervor, dass die Beleuchtungsstarke eines von einem optischen Gerat
auf einen Schirm erzeugten Bildes bei gegebener Leuchtdichte des Objekts vom Quad-
rat der numerischen Apertur des benutzten Abbildungssystems und von dem Quadrat
des Abbildungsmalistabs (B°), mit dem das Bild entworfen wird, abhangt [99].

Insbesondere bei der Betrachtung von lichtschwachen Praparaten, wie dies haufig bei
der Fluoreszenzmikroskopie vorkommt, fuhrt diese physikalische Gegebenheit zu Prob-
lemen. Wie spater noch behandelt wird, ist die Benutzung von Objektiven mit hoheren
Aperturen durch den Gebrauch vergleichsweise dicken Betrachtungsfenster limitiert.
Die Beleuchtungsstarke kann daher nur von Seiten der Lichtquelle bzw. des Objektes
erhoht werden. Die Verstarkung der lichtemittierenden Wirkung eines Praparates durch
eine Erhohung der Farbstoffkonzentration oder der Verstarkung des Anregungslicht-
stromes kann nur in bestimmten Grenzen durchgefuhrt werden. Als Grund sind hier
einerseits die beschrankte Erhéhung der Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen in der
Probe zu nennen und andererseits das sogenannte ,Bleaching” der Farbstoffe, was

durch eine Erhdhung des Anregungslichtstromes zum Ausbleichen der Proben fuhrt.

2.3.3.5 Anisotrope Eigenschaften und Doppelbrechung von Fenstermedien

Fir die Fortpflanzung des Lichts in beliebigen Korpern gilt allerdings nicht in allen Fallen
das Bild der Kugelwelle, wie in den Kapiteln 2.3.2.1 bis 2.3.2.4 behandelt wurde. Zwar
gibt es viele Stoffe, in denen sich das Licht nach allen Seiten mit gleicher Geschwindig-

keit ausbreitet. Diese bezeichnet man als ,,optisch isotrop". Es gibt jedoch auch Medien,
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in denen, fur einen Teil des Lichts, die Fortpflanzungsgeschwindigkeit in verschiedenen
Richtungen ungleich ist. Die Wellenflache ist dann nicht mehr eine Kugelflache, sondern
etwa die Oberflache eines Rotationsellipsoids [99]. Stoffe, bei denen das der Fall ist,

sind ,optisch anisotrop".

In anisotropen Medien sind durch ihren unsymmetrischen molekularen Aufbau die phy-
sikalischen und damit optischen Eigenschaften richtungsabhangig. Dies gilt u. a. fur alle
Kristalle, abgesehen vom kubischen System wie z. B. NaCl, Diamant, die sich isotrop
verhalten [107]. Dennoch gibt es auch in anisotropen Medien Symmetrievorzugsrich-
tungen, in denen sich die Wellenenergie wie in einem isotropen Medium ausbreitet.
Diese Vorzugsrichtungen werden optische Achsen genannt. Kristalle des monoklinen,
triklinen und rhombischen Systems haben zwei optische Achsen. Einachsige Kristalle
gehoren dem tetragonalen, hexagonalen oder rhomboedrischen System an. Ein wegen
starker Anisotropie besonders bekannter Vertreter dieser Kristallgruppe ist Kalkspat

CaCOgs auch Doppelspat genannt [106].

Woher kommt die Doppelbrechung? Zwei Geraden spannen eine Ebene auf: Durch die
optische Achse und die Richtung der Normalen zu einer Wellenfront wird ein Haupt-
schnitt des Kristalls festgelegt. Mit der optischen Achse wird eine Richtung bezeichnet,
nicht nur eine einzelne Gerade. Alle parallelen Geraden sind gleichwertig. Ebenso legt
der Hauptschnitt nur die Orientierung einer Ebene fest, alle parallelen Ebenen sind
ebenfalls gleichwertig. Der Einfluss der Richtung auf die Wellenausbreitung im ani-

sotropen Medium hat zweifache Bedeutung:

1. Eine Welle breitet sich im Kristall mit zwei senkrecht aufeinander stehenden

Schwingungsrichtungen aus, d. h. in Form von senkrecht zueinander polarisier-

ten Komponenten. Der ordentliche Strahl (o) schwingt senkrecht zum Haupt-

schnitt, der au3erordentliche Strahl (ao) schwingt im Hauptschnitt.

2. In Abhangigkeit von der Ausbreitungsrichtung gelten fir beide Komponenten im
allgemeinen unterschiedliche Brechzahlen (no fur den ordentlichen, n, fur den
aulRerordentlichen Strahl). Die Brechzahl ng ist in allen Richtungen gleich; ng
andert sich. In Richtung der optischen Achse fehlt diese Aufspaltung, d. h. es ist

Nao = No. Senkrecht dazu wird |ngo - Ng| Maximal.

Eine Brechzahl-Differenz bedeutet unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeiten fur
die beiden Komponenten. An Grenzflachen tritt Doppelbrechung auf. Sie wird als Mate-

rialeigenschaft durch die maximale Brechzahldifferenz angegeben. Ist ng - np > 0 so ist
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der Kristall positiv doppelbrechend, bei nyo-ng < 0 negativ doppelbrechend. Die geomet-
rische Darstellung zeigt Abbildung 2.31 a und b. Tragt man fur jede Richtung die Brech-
zahl als Abstand von einem Pol auf, so ergibt sich flr ny eine Kugelflache, flr n, ein
Ellipsoid. Bei den hier betrachteten einachsigen Kristallen ist dies ein zur optischen
Achse symmetrisches Rotationsellipsoid. Hiervon zu unterscheiden ist die Darstellung
der Wellenflachen (Abbildung 2.31 ¢ und d). Breitet sich von einem Punkt P im Kristall
eine Welle nach allen Seiten aus, so ergibt eine Momentaufnahme fur die Komponente
o eine kugelférmige, fur ao eine ellipsoidformige Wellenfront. FUr den gezeichneten
ebenen Schnitt schwingt die Komponente ao in der Zeichenebene (Hauptschnitt), die
Komponente o senkrecht dazu. Die Doppelbrechung ist eine Funktion der Wellenlange,

wie alle brechzahlabhangigen Grolen.
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Abbildung 2.31: Darstellung von optisch einachsigen Kristallen. Die optische Achse des Kristalls
liegt jeweils horizontal. a), b) Brechzahlen als Funktion der Richtung, c), d) vom Punkt P ausge-
hende Wellenfronten zu einem bestimmten Zeitpunkt.

Fallt ein Lichtstrahl in Richtung der optischen Achse senkrecht auf die planparallele
Platte eines einachsigen Kristalls, so fallen Wellennormale und optische Achse zusam-
men. Wegen ny, = ng tritt der Strahl ohne Aufspaltung in polarisierte Komponenten
durch die Platte (isotrope Ausbreitung). Fallt der Lichtstrahl in orthogonaler Richtung zur
optischen Achse auf die planparallele Platte eines einachsigen Kristalls, so ergeben
sich maximale Brechzahldifferenzen. Die aul3erordentliche Komponente breitet sich
schneller aus. Die Platte wirkt als sogenannte Verzdgerungsplatte. Nach dem Durch-

gang haben beide Komponenten gegeneinander einen Gangunterschied ' = d-|nao-no|.
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Ist die Planplatte schrag zur optischen Achse geschnitten, wird die Doppelbrechung
deutlich erkennbar. Verfolgt man die Wellenausbreitung nach dem Prinzip von Huygens
(Kap. 2.3.3.2), so sind die Elementarwellen fur die ordentliche Wellenkomponente ku-
gelférmig (Abbildung 2.32 a). Als einhlllende Flache zu allen Elementarwellen ergibt
sich eine ebene, unverschobene Wellenfront. Der ordentliche Strahl tritt ungebrochen
durch die Platte (Abbildung 2.32 b). Hingegen breiten sich fur die auf3erordentliche
Komponente von jedem Punkt einer Wellenfront ellipsoidférmige Elementarwellen aus
(Abbildung 2.31 c und d). Wieder sind die Wellenfronten die Tangentialflachen zu den
Elementarwellen (Abbildung 2.32 a). Die Verbindung der Berlhrungspunkte ergibt die
neue Strahlrichtung, d. h. der Strahl verlauft nicht mehr senkrecht zur Eintrittsflache und
ist nach dem Austritt aus der Platte parallel versetzt (Abbildung 2.32 b). Damit ergeben
sich die wesentlichen Ergebnisse: Auch beim aullerordentlichen Strahl behalten die
Wellenflachen ihre Orientierung bei. Die Wellennormale steht nach wie vor senkrecht
zur Eingangsflache. Auch flr diese Strahlen gilt das Brechungsgesetz, d. h. im Fall des
senkrechten Strahls verandert sich der Winkel der Wellennormalen nicht. Fir alle ande-
ren Winkel der einfallenden Strahlen sind die Winkel fur den gebrochenen Strahl im
Kristall von der richtungsabhangigen Brechzahl n,, abhangig. Das Brechungsgesetz

bestimmt die Richtung der Wellennormalen [96].

optische b)
DN~ o e
> Jopt. U TTTTTL
33 : Achse
Abbildung 2.32: Anisotrope Platte schrag zur optischen Achse. a) Eingangsflache und Huy-
genssche Konstruktion der Wellenfronten (der Ubersichtlichkeit wegen nur eine Wellenfront fiir

0); b) Gesamtdarstellung zu a), der Strahlengang durch die Platte. Die Komponente o schwingt
senkrecht, ao parallel zur Zeichenebene (Hauptschnitt).

v

Als Fenstermaterial fir Hochdrucksichtzellen wird haufig kinstlich erzeugtes Saphir
(Al03, Korund) verwendet. Der Vorteile von Saphir sind sein hoher Schmelzpunkt
(2053 °C), sein moderater Ausdehnungskoeffizient (=8:10° K'), seine hohe Harte
(= 2000 Knoop), seine hohe Zahigkeit und Festigkeit, seine hohe Korrosionsbestandig-
keit und eine geringe optische Absorption im visuellen Bereich. Ein Nachteil sind die auf

den hexagonalen Kristallaufbau begrindeten negativ anisotropen Eigenschaften, was
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sich beispielsweise in der doppelbrechenden Eigenschaft (0,008, n,= 1,768,
Nao = 1,760) zeigt [108].

Wird Saphir oder ein anderer anisotroper Werkstoff als Fenstermaterial bei Hochdruck-
sichtzellen zur mikroskopischen Beobachtung benutzt, ist diesem doppelbrechenden
Verhalten Rechnung zu tragen. ldealerweise sind die Fenster so anzuordnen, dass die
optische Achse der Fenster mit der optischen Achse des Strahlenganges zusammen
fallen. Als Resultat werden die achsennahen Strahlen zu keiner merklichen Doppelbre-
chung flihren. Das bedeutet jedoch, dass unter Verwendung von Objektiven mit hdherer
Apertur die doppelbrechende Eigenschaft zu ,verwaschenen® Bildern fuhrt, was durch

eine erhohte Dicke der planparallelen Platte noch verstarkt wird.

Ist die optische Achse des kristallinen Fenstermaterials nicht parallel zu der optischen
Achse des Strahlenganges angeordnet, so treten zu den Verwaschungen zusatzlich
noch stérende Doppelbilder in Erscheinung (Abbildung 2.33). Abhilfe bringt in beiden
Fallen das Einbringen eines Linearpolarisators (Polarisationsfilter) in eine Pupillenebene
des Strahlenganges. Das kann im Fall der Koéhlerschen Beleuchtungsanordnung in der
Nahe der Aperturblende oder in der Nahe der Zwischenbildebene erfolgen (Siehe Kapi-
tel 2.3.2.4). Dadurch, dass samtliche aulierordentliche Strahlen dieselbe linerarisierte
Polarisation besitzen, kann mit Hilfe dieses Linearpolarisators der aul3erordentliche
Anteil des Lichts komplett ausgefiltert werden.

Das mikroskopische Bild zeigt nun keine Verwaschungen bzw. Doppelbilder mehr. Es
ist jedoch aufgrund des Fehlens der aulierordentlichen Lichtkomponente dunkler als
ohne Polarisationsfilter. Das dunklere Bild kann bei Fluoreszenzmikroskopie kaum
kompensiert werden. Bei normalen Anwendung im Auf- bzw. Durchlicht kann durch
Erhohung der Beleuchtungsintensitat das Bild wieder auf die gewunschte Starke aufge-

hellt werden.
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Abbildung 2.33: Beobachtung eines kugelférmigen Objekts mit einem
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 (Leica/Deutschland) durch eine 2,2 mm dicke
Planparallelplatte aus Saphir ohne die Verwendung eines Linearpolarisators. Das Bild zeigt
Unscharfe (Verwaschungen) und ein nach unten verschobenes Doppelbild.

2.3.3.6 Das Bild der Lichtquelle als primare Interferenzerscheinung

Die von Abbe erstmals angewandte spezifische Betrachtungsweise der Bildentstehung
im Mikroskop kann ausschlie3lich bei beleuchteten Objekten angewandt werden, da sie
Beleuchtung durch eine Lichtquelle voraussetzt. Sie fuhrt die Eigenschaften des mikro-
skopischen Bildes auf die Erscheinungen zurtick, die bei der Abbildung einer Lichtquelle
durch die Wirkung des Objekts hervorgerufen werden. Es ist daher nicht méglich, nach
dieser Betrachtungsweise ohne weiteres Vergleiche zwischen der Abbildung von

Selbstleuchtern und Nichtselbstleuchtern anzustellen.

Jedes Objekt Ubt, in einen Abbildungsstrahlengang gebracht, u. a. eine beugende Wir-
kung aus. Ihr Resultat ist es, welches in der ersten Stufe der Betrachtung erhalten wird.
Es ist jedoch unmdglich, eine Berechnung fur beliebig und unregelmalig strukturierte
Objekte durchzufihren. Das gelingt nur fur in sich homogene Objekte oder fur solche,
die Uber ihre ganze Ausdehnung hinweg eine vollkommen regelmaRige Struktur aufwei-
sen. Solche Objekte sind die sogenannten optischen Gitter, auf deren Betrachtung sich
hier beschrankt wird und an denen die wesentlichen Gegebenheiten gezeigt werden
konnen. Gitter sind Objekte, welche im einfachsten Fall aus véllig durchlassigen Spalten
und vollig undurchlassigen Stegen in regelmaligem Wechsel bestehen. Ein Gitter, das
vollig durchlassige Spalte von bestimmter Breite a zwischen vollstandig undurchlassi-
gen Stegen von ebenfalls unter sich gleicher Breite b aufweist, wird als Absorptionsgit-
ter bezeichnet. Kompliziertere Falle liegen vor, wenn die Stege das Licht nur teilweise

absorbieren oder wenn sie ebenfalls vollig durchlassig sind und dem hindurchtretenden



Stand des Wissens 64

Licht infolge von Dicken- oder Brechzahlunterschieden gegen die Spalte lediglich eine
bestimmte Phasendifferenz aufzwingen. Im Folgenden soll nur das Absorptionsgitter auf
seine Wirkung hin betrachtet werden, was zur Fihrung des an dieser Stelle bendtigten

Beweises ausreicht.

Abbe untersuchte den Einfluss der Objekte auf die Abbildung der zur Beleuchtung be-
nutzten Lichtquelle. Diese liegt beim Mikroskop in aller Regel infolge der Wirkung des
Kondensors in sehr groRer Entfernung vom Objekt. Sie wird deshalb in der Bildbrenn-
punktebene des Objektivs abgebildet. Diese Ebene, in der man die Wirkungen des
Gitters an den Veranderungen im Lichtquellenbild unmittelbar betrachten kann, wird als
Zwischenebene bezeichnet. Wird die Lichtquelle als punktférmig und in groRer Entfer-
nung vom Objekt sich befindend betrachtet, wird das Objekt von einer ebenen senk-
recht auftreffenden Welle getroffen. Nach dem Huygensschen Prinzip gehen von jedem
Offnungspunkt des Gitters elementare Kugelwellen aus, welche untereinander kohéarent
sind [99].

2.3.3.6.1 Absorptionsgitter mit unendlich schmalen Spalten

Bei Absorptionsgitter mit unendlich engen Spalten kénnen die Spalten als einfache
Punktreihen angesehen werden. Eine Interferenz von Wellen, die von einem einzelnen
Spalt in einer Ebene senkrecht zum Spalt ausgehen, ist in diesem Fall nicht zu bertck-
sichtigen. Es interferieren nur diejenigen Elementarwellen miteinander, welche von
verschiedenen Spalten herkommen. Hierdurch entsteht in der Zwischenebene eine fir
das Gitter charakteristische Beugungsfigur als Bild der Lichtquelle. Diese wird als Pri-

mare Interferenzfigur bezeichnet.

Abbildung 2.34: Zur Wirkung eines Absorptionsgitters auf eine hindurchtretende ebene Welle.
[99]
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Bei einem Gitter mit unendlich schmalen Spalten geht in der Zeichenebene von jedem
Spalt nur je eine einzige Elementarwelle aus. In Abbildung 2.34 sind nur Ausschnitte
aus diesen Wellen wiedergegeben. In einer bestimmten Richtung o, die durch die stark
gezeichneten Pfeile angedeutet ist, haben die von benachbarten Spalten ausgehenden
Wellen einen bestimmten Gangunterschied ® gegeneinander. Dieser hangt von dem
Abstand der Spalte (Gitterkonstanten) d und von dem Richtungswinkel o, wie aus dem
punktierten Hilfsdreieck zu entnehmen ist, in der Form ab, dass gilt d = d-sino. Der
zugehdorige Phasenwinkel betragt dann A = 21-d-sin(o)/A. Die einzelnen Elementarwel-
len lassen sich dann durch die an die Pfeile geschriebenen Gleichungen ausdricken.
Ihre Gesamtwirkung bei der Interferenz ist yn = y1+y2+ys+ ... +yn. Nach Einsetzen der
Gleichungen und verschiedener Umformungen ergibt sich fur die Amplitudenverteilung

in der Zwischenebene bei einem Gitter mit N Spalten von unendlich kleiner Breite:

sinN-é
R, =R 2

Gleichung 2.42
sin- —

Fir die Verteilung der Beleuchtungsstarke ergibt sich darauf folgend:

sin N AY
E,=R.=R’- —AZ Gleichung 2.43
sin- —

2
Das Beugungsbild einer punktférmigen Lichtquelle unter dem Einfluss eines Absorpti-
onsgitters mit unendlich schmalen Spalten besteht aus theoretisch unendlich grof3en

Hauptmaxima, die voneinander den gleichen Abstand haben. Entsprechend Abbildung

2.35 entstehen die Maxima unter dem Beugungswinkel
: A . _
sino,,, = m-a firm=0,1,2,3, ... Gleichung 2.44

Dabei liegt ein Maxima fur den Beugungswinkel o =0 am Ort desjenigen Bildes der
Lichtquelle, welches ohne das Gitter alleine entstehen wirde. Die Ubrigen Maxima sind
beiderseits symmetrisch zu ihm angeordnet. Bei der zur Orientierung im Beugungsbild

eingefuhrten Nummerierung der Maxima wird es als Symmetriezentrum zum Aus-
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gangspunkt fur die Zahlung gemacht und mit 0 gekennzeichnet. Die Bezeichnung der

seitlichen Maxima erfolgt in der in den Abbildungen dargestellten Weise.

Nach der Gleichung 2.44 bzw. Abbildung 2.35 sind die Beugungswinkel und damit auch
die Abstande der Maxima voneinander von der Wellenlange des benutzten Lichts und
von dem Abstand der Spalte, der sog. Gitterkonstanten, abhangig. Die Abstande zwi-
schen den Maxima werden grof3er, wenn die Wellenlange grof3er und die Gitterkonstan-
te kleiner wird. [99]

Wellen-
flache

- B LS (ROBS 188 e Rt v Y

Abbildung 2.35: Bedingungen fiir den Beugungswinkel, unter dem bei der Abbildung durch ein
Gitter mit schmalen Spalten die Maxima auftreten. [99]

2.3.3.6.2 Das Bild des Objekts als sekundare Interferenzerscheinung und das Aufl6-
sungsvermogen eines Objektivs

Jedes Objekt Ubt, in einen Abbildungsstrahlengang gebracht, u. a. eine beugende Wir-

kung aus. Ihr Resultat ist es, welches in der ersten Stufe der Betrachtung erhalten wird.

Nachdem in der ersten Stufe die Wirkung des Objekts auf das hindurchtretende Licht

besprochen wurde, kann in der zweiten Stufe das Zustandekommen des mikroskopi-

schen Bildes unter dem Einfluss der Objektivoffnung ermittelt werden. Das Bild, das in
der optisch zur Objektebene konjugierten Bildebene beobachtet werden kann (und auf
dessen Beobachtung es dem Betrachter ankommt) ist letzten Endes das Ergebnis des
Zusammenwirkens aller, von der Objektivoffnung her und in der Bildebene zur Interfe-

renz kommenden koharenten Elementarwellen. Es ist im Gegensatz zu der primaren
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Interferenzfigur eine sekundare Interferenzerscheinung. Die sie bedingenden Elemen-
tarwellen gehen im vorliegenden Fall nicht von der ganzen Flache der Objektivoffnung,
sondern nur von den Maxima des in der Zwischenebene entstehenden und in der wirk-
samen Offnung des Objektivs erscheinenden priméren Interferenzbilds, des Beugungs-

bilds der Lichtquelle aus.

Auch in diesem Fall ist es am einfachsten, wenn es durch ein Gitter mit einer gro3en
Zahl von sehr engen Spalten erzeugt wird. Es besteht dann, wie in Kap. 2.3.3.6.1 ge-
zeigt, aus einzelnen, der Lichtquelle gleichen, punktférmigen Maxima von gleicher Hel-
ligkeit. Jedes von ihnen kann als Ausgangspunkt einer einzigen Elementarwelle von
gleicher Amplitude angesehen werden. Es kommen darum in der Bildebene nur so viele
Elementarwellen zur Interferenz, wie Maxima in der Objektivoffnung erscheinen. Der
Einfluss, den diese haben, kann folglich mit Abbe einfach und anschaulich als Blen-

denwirkung beschrieben werden.

Die rechnerische Bestimmung des Resultats der Interferenz in der Bildebene kann unter
den gemachten Voraussetzungen auf die gleiche Weise erfolgen wie beim Gitter mit
engen Spalten (siehe Kap. 2.3.3.6.1). An Stelle der von den Spalten ausgehenden
Elementarwellen treten die von den Maxima kommenden Wellen. An Stelle der Gitter-
konstanten tritt der Abstand der Maxima in der Zwischenflache. Infolge der Beziehun-
gen zwischen der Gitterkonstanten und dem Beugungswinkel, haben die von zwei be-
nachbarten Maxima ausgehenden Elementarwellen in einem Aufpunkt den Gangunter-
schied & = d - sino. Die Gesamtwirkung ist genau wie beim Gitter die Summe aller Ein-
zelwirkungen. Sie hangt im vorliegenden Fall, in dem von jedem Maximum nur eine
Elementarwelle ausgehen soll, ausschlieBlich von der Zahl der in der Objektivoffnung
eintretenden Maxima ab. Sind neben dem Maximum Null beiderseits P seitliche Maxima

zu erkennen, dann erhalt man:
-1 +P
Y=Yttt Yot Y teYe =2 Yo+ Yo+ 2. ¥p  Gleichung 2.45
-P +1

Die vom nullten Maximum herkommende Welle kann durch yo = ro-sing beschrieben
werden. Dann wird die von einem beliebigen Maximum =P ausgehende Welle fur den
Fall, dass die Amplituden aller zusammenwirkenden Wellen gleich grof3 sind, analog zur
Gleichung der Verteilung der Beleuchtungsstarke im Bild eines aus unendlich vielen
engen Spalten bestehenden Gitters mit N Spalten von unendlich kleiner Breite (siehe
Gleichung 2.43) zu:
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2
sin(2P+1)-é
E=r2. —A2 mit A = 21r-d-sin(o)/A. Gleichung 2.46
sin- —
2

Die Zahl der in ihr wirkenden Maxima ergibt sich bei den hier zunachst allein in Betracht
gezogenen Objekten nach der aus Abbildung 2.35 ableitbaren Formel n-sinc = P-A/d
und der fur die Grenze des physikalischen Bereichs gultigen Bedingung o = 90°;

sing =1 zu P = n-d/A.

Bei Berucksichtigung der Tatsache, dass sinc stets kleiner als 1 ist, hat obige Formel

fur die Gesamtzahl der zugelassenen Maxima die Form P=n- sina-% = nA-E.

A
Bei einem bestimmten Gitter mit der Gitterkonstanten d und beim Arbeiten mit Licht von
der Wellenlange A ist somit die Anzahl der vom Objektiv aufgenommenen Maxima pro-
portional zu dem Produkt aus dem Sinus des halben Offnungswinkels und der Brech-
zahl des Stoffs zwischen Objekt und Objektiv. Dieses Produkt ist die Numerische Aper-
tur. Hieraus geht hervor, dass die Anzahl der vom Mikroskopobjektiv aufgenommenen
Maxima den Grad der Ahnlichkeit des Bildes mit dem Objekt bestimmt. Das bedeutet
nichts anderes, dass die numerische Apertur die Leistungsfahigkeit des betreffenden

Objektivs hinsichtlich des Auflosungsvermogens determiniert.

Wenn die Gitterkonstante so klein geworden ist, dass nur noch ein einzelnes Maximum
in der Zwischenebene zur Wirkung kommt, spricht man von absoluter Unahnlichkeit.
Das Bild gibt dann von der Gitterstruktur nichts wieder. An ihrer Stelle erscheint eine
nahezu gleichmallig erhellte Flache, deren Ausdehnung mit der des Gitters Uberein-
stimmt. Erst, wenn auRer dem Maximum Null wenigstens noch eines der seitlichen
Maxima (insgesamt also mindestens zwei) wirksam werden, kann das Bild etwas von
der Struktur des Gitters zeigen. Das ist bei gerader Beleuchtung dann der Fall, wenn
der Beugungswinkel gleich dem halben Offnungswinkel des Objektivs ist. Die noch
aufgeldste Gitterkonstante ergibt die Grenze des Auflésungsvermogens bei gerader
Beleuchtung (,eindeutig aufgeldst®, siehe Gleichung 2.23). Hierbei werden gerade drei
Maxima wirksam. Bei schrager Beleuchtung unter dem Einfallswinkel a (n-sina = A))
gelangen auch bei groReren Beugungswinkeln (im auf3ersten Grenzfall bei dem doppel-
ten wie vorher, der dann gleich dem ganzen Offnungswinkel ist) noch gerade zwei Ma-

xima ins Objektiv. In diesem Fall kdnnen Bilder von einem Gitter mit der kleineren Kon-
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, bestenfalls mit d = etwas von der Struktur erkennen lassen.

nA+ A 2-nA

stante d =

Die Grenze des Auflosungsvermogens ist somit bei schrager Beleuchtung die bereits
gezeigte Gleichung 2.24. Dabei wird die Zahl der Spalte bzw. Stege vdllig richtig wie-
dergegeben, nicht aber ihre Breitenverhaltnisse. Wenn ein Gitter mit diesem geringsten
Grad von Objektahnlichkeit abgebildet wird, bezeichnet man es als ,gerade noch aufge-

[Ost".

Nach der sogenannten ,Airyschen Betrachtungsweise® wird zwischen Selbst- und
Nichtselbstleuchtern unterschieden. Nach dieser Betrachtungsweise ist die Grenze des
Auflésungsvermogens flur Selbst- und Nichtselbstleuchtern identisch unter der Voraus-

setzung, dass die Beleuchtungsapertur ungefahr der Objektivapertur entspricht [99].

Stellt sich die Frage, ob ein vor das Objektiv gebrachtes Sichtfenster die optische Auflo-
sung verandert. In Kapitel 2.3.2.2 wurde in der Abbildung 2.26 gezeigt, dass ein Licht-
strahl von einem Objekt kommend in einem Fenstermaterial mit héherer optischen
Dichte starker zum optischen Lot hin gebrochen wird, als dies bei Luft der Fall ist. Be-
deutet dies, dass die Apertur des benutzten Objektivs moglicherweise nicht in vollen

Umfang ausgenutzt wird?

Die Antwort kann mit Gleichung 2.44 gegeben werden. Stellt man sich das Objekt als
ein direkt an das Fenster (nrenster) anliegendes Absorptionsgitter vor, so kann die
Gleichung 2.44 anlog zu Gleichung 2.47 verandert werden. Dies bedeutet, dass

Gleichung 2.22 seine volle Gliltigkeit behalt.

Der Winkel o, der auf das erste Interferenzmaximum zeigt, wird mit steigender opti-
schen Dichte des Mediums direkt hinter dem Gitter immer kleiner. Werden die Strahlen
aus dem Fenstermaterial herausgebrochen, so geschieht dies nach den Gesetzen der
Brechung (Gleichung 2.10). Genau die Gesetze der Brechung wurden auch im Kapitel
2.3.2.2 zur Berechnung der Fensterabmessungen herangezogen, um dem Aperturwin-
kel des eingesetzten Objektivs Rechnung zu tragen. Im Umkehrschluss kann gesagt
werden, dass die numerische Apertur des Objektivs voll ausgenutzt wird (unabhangig
davon wie hoch die optische Dichte des benutzten Fenstermaterials ist) wenn nur den
Bedingungen, wie in Kapitel 2.3.2.2 gezeigt, Beachtung finden.

. A
SN O payimum * nFenster = E Gleichung 247
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2.3.3.7 Abbildungstiefe bei einem Lichtmikroskop

Punkte, die in der Einstellebene (Objektebene) liegen, werden von einem Objektiv als
Punkte im Abbild wiedergegeben. Die Durchstol3ungsfiguren derjenigen Strahlenkegel,
die von auflerhalb gelegenen Punkten herkommen werden hingegen nicht angezeigt.
Der Zerstreuungskreis weist je nach der Entfernung des Objektpunkts von der Einstell-
ebene eine unterschiedliche GroRe auf. Wachst diese so weit an, dass der Zerstreu-
ungskreis bei den angewandten Beobachtungsmitteln nicht mehr als Punkt gesehen
wird, dann wird der betreffende Teil des Gegenstands nicht mehr als scharf abgebildet
erscheinen. Die Tiefenausdehnung von koérperlichen Gegenstanden, die in einer Ebene
scharf abgebildet werden kann, ist demzufolge begrenzt. Sie hangt, soweit sie auf geo-
metrischen Gesetzen beruht, nur vom wirksamen Offnungsverhaltnis bzw. von der
wirksamen Apertur des betrachteten Objektivs sowie von den Festsetzungen uUber die

zulassige Grolde des Zerstreuungskreises in der Einstellebene ab.

Im Fall des Mikroskops kann gezeigt werden, dass die geometrische Abbildungstiefe

mit folgender Gleichung ermittelt werden kann:
T, =— Gleichung 2.48

Unter der Annahme, dass ein normalsichtiges Auge eine Sehscharfe von eauge = 2°

besitzt, erhalt man unter der Betrachtung mit dem normalsichtigen Auge:

1

R Gleichung 2.49
7-nA-T

Dabei ist T’ die GesamtvergroBerung, die aus Objektiv-, Zwischen- und Okularvergro-

Rerung resultiert.

Wird, wie in dieser Arbeit, zusatzlich eine Kamera eingesetzt, berechnet sich die geo-
metrische Abbildungstiefe wie folgt:

dPierbreite

T, = Gleichung 2.50
° nA ﬂobjektiv : /Bz\mschenverg

Gleichung 2.50 qilt fir die Annahme, dass der Durchmesser der Durchstol3figur gerade
eine Pixelbreite haben darf und, dass die Kamera Bilder empfangt, die nur Uber das

Objektiv und die ZwischenvergroRerung vergroliert wurden.
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Eine weitere Abbildungstiefe begriindet sich in der Wellennatur des Lichts und kann

folgendermalen bestimmt werden:

T, = A
2-nA?

Gleichung 2.51

Zur Bestimmung der gesamten Abbildungstiefe werden die geometrische und die wel-
lenoptische addiert [99]. Die gesamte Abbildungstiefe kann somit als der Abstand ent-
lang der optischen Achse angesehen werden, den zwei Punkte voneinander entfernt

sein durfen, die ein Detektor unter Zuhilfenahme eines Mikroskops noch scharf abbildet.

Unter Berucksichtigung der beiden verschiedenen Gleichungen fur die geometrische
Abbildungstiefe und der in dieser Arbeit verwendeten abbildenden Gerate, hat ein Bild
der Kamera ungefahr die halbe geometrische Abbildungstiefe gegenlber der Betrach-
tung mit dem normalsichtigen Auge durch das Okular. Fir die gesamte Abbildungstiefe

differieren die Werte maximal um zirka 30 %.

2.3.4 Mangel der Abbildung durch Linsen bei monochromatischem Licht

Bei der Erorterung der in Kapitel 2.3.2 dargestellten die Abbildung durch brechende
Kugelflachen wurde angenommen, dass homozentrische Strahlenbuischel des Objekt-
raums im Bildraum wieder streng homozentrisch sind. Dies gilt jedoch nur fur Strahlen,
die in der allernachsten Nahe der Achse des abbildenden Systems verlaufen. Das be-
deutet, dass man nach diesen Gesetzen nur ein sehr kleines Flachenelement mit Strah-
lenblscheln von verschwindend geringer Offnung abbilden kann. Das Gebiet, in dem
diese einfachen Gesetze der optischen Abbildung ohne nennenswerte Fehler abgebil-
det werden, heil3t Paraxialgebiet. In diesem Gebiet haben die Strahlen gegenuber der
optischen Achse geringe Winkel. Hier kbnnen wegen der Reihenentwicklung der Win-
kelfunktionen sinc = 0, coso = 1 und tano = sincg/coso = o gesetzt werden. In der Praxis
wird in der Regel ein mehr oder weniger ausgedehntes Objekt mit Linsen von grolderem

Durchmesser und mit Lichtblscheln von gréRerer Offnung abgebildet [96].

Wird mit einfachen, von Kugelflachen begrenzten Linsen gearbeitet, werden Bilder mit
nur unzureichender Qualitat erhalten. Sie sind fur die meisten Zwecke véllig unbrauch-
bar. Das liegt daran, dass die verwendeten Kugelflachen, bei grof3erer Neigung der
auffallenden Strahlen zur Achse, Mangel in der Strahlenvereinigung bewirken. Diese

treten als Abbildungsfehler verschiedener Art in Erscheinung. Derartige Fehler sind
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naturliche Eigenschaften der Abbildung durch ideale Kugelflachen [99]. Alle diese Feh-
ler kdnnen durch die geometrische Optik beschrieben werden [109].

Abweichung von den idealisierten Bedingungen der Gaul3schen Optik nennt man Aber-
rationen. Diese kann man in zwei Hauptgruppen einordnen, die chromatischen Aberra-
tionen (die aus der Frequenzabhangigkeit des Brechungsindexes resultieren) und die
monochromatischen Aberrationen. Letztere treten bereits bei der Verwendung mono-
chromatischen Lichts auf und teilen sich ihrerseits in zwei Untergruppen. Es gibt mono-
chromatische Aberrationen, die das Bild durch Unscharfe verschlechtern (Bildscharfe-
fehler), wie die spharische Aberration, Koma und Astigmatismus. Zudem gibt es Aberra-
tionen, die das Bild verformen, wie die petzvalsche Bildfeldwolbung und die Verzeich-

nung (Verzeichnungsfehler) [100].

Die strenge Beseitigung aller Abbildungsfehler bei einem optischen System ist nicht
mdglich, zumal sich die Korrekturanforderungen fur die Einzelfehler widersprechen
kénnen. Jede Fehlerkorrektion fuhrt also zu einem Kompromiss, der jedoch in Anpas-

sung an die Anwendungsgebiete das Systems verschieden gewahlt werden kann [96].

Im Rahmen dieser Arbeit wird nur die spharische Aberration behandelt, da sie der sto-
rendste Bildscharfefehler ist. Die chromatische Aberration soll als Gegensatz zu den

monochromatischen Fehlern nur kurz angesprochen werden.

2.3.4.1 Sphéarische Aberration

Wird ein Objektpunkt auf der Achse durch ein weit gedffnetes Blndel abgebildet, so
fallen die durch die auReren kreisféormigen Linsenzonen entstehenden Bildpunkte nicht
mit den paraxialen Bildpunkten zusammen. Die Erklarung fir diese Erscheinung findet
sich, wenn der Verlauf der in den einzelnen Zonen einer Linse einfallenden Strahlen
gemal dem Brechungsgesetz untersucht wird (Abbildung 2.36). Es ist zu erkennen,
dass die den verschiedenen Zonen zugehdrigen Strahlen verschiedene Schnittweiten s
bis s haben. Infolgedessen entsteht anstelle eines Bildpunkts eine raumlich ausge-
dehnte Lichtfigur. Diese Eigentumlichkeit der Strahlenvereinigung brechender Kugelfla-
chen bezeichnet man als spharische Aberration oder auch Offnungsfehler. Der Langs-
schnitt durch die entstehende Lichtfigur in der Umgebung des nach den geometrischen
Gesetzen zu erwartenden Bildorts heil’t ,Kaustik“ der Linse. Anstatt des punktférmigen
Bildes eines Punktes auf dem Auffangschirm beobachtete Lichtverteilung, ist als Quer-

schnitt durch die Kaustik an der entsprechenden Stelle zu erklaren. Sie wird als ,Zer-
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streuungskreis“ bezeichnet. Die graphische Darstellung der Schnittweite in Abhangig-
keit von der Einfallshohe des zugehorigen Strahls ergibt eine charakteristische Kurve,
aus der die GroRRe der Schnittweitendifferenzen entnommen werden kann. Die grofite
auftretende Differenz kann als Mal} fir die GroRe des durch die spharische Aberration
bewirkten Abbildungsfehlers gewahlt werden. Sie wird als spharische Langsabweichung
bezeichnet. Eine Linse, bei der die Schnittweite der Randstrahlen kleiner ist als die der
Achsenstrahlen (beispielsweise bei einer Sammellinse) und bei der die Offnung der
Kaustik den ankommenden Lichtstrahlen zugewandt ist, wird als spharisch unterkorri-
giert bezeichnet. Im umgekehrten Fall (beispielsweise bei einer Zerstreuungslinse oder
einer planparallelen Platte) werden die optischen Komponenten als spharisch Gberkor-

rigiert bezeichnet [99].

Wird in Abbildung 2.36 ein Auffangschirm an die Stelle des Bildbrennpunktes gebracht,
so erscheint das Bild eines kleinen Lichtpunktes, der schwacher als der Objektpunkt ist
und mit symmetrischen Halo umgeben ist. Das Halo ist durch die Wirkung der Rand-
strahlen bedingt und fuhrt im Fall einer flachenhaften Abbildung zur Verringerung des

Kontrastes und zu einem Verwischen der Bilddetails.
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Abbildung 2.36: Die Spharische Aberration. [99]

Bei Vorversuchen in Zusammenarbeit mit Leica in Bensheim wurde der Einfluss ver-
schiedener planparalleler Saphirplatten auf die Qualitat der resultierenden Bilder unter-
sucht. Abbildung 2.37 links zeigt das Bild von Hefezellen durch eine Saphirplatte der
Dicke von 3 mm unter der Zuhilfenahme eines Objektives, das auf eine maximale
Deckglasdicke von 2 mm optisches Glas korrigiert wurde. Das Bild zeigt starke Verwi-

schungen und gibt die Hefezellen dadurch nur mit sehr geringer Ahnlichkeit wieder.
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Wurden die Hefezellen, bei sonst identischen Bedingungen, mit Objektiven geringerer
Apertur betrachtet, hatten die resultierenden Bilder der Hefezellen eine hohere Qualitat
(Abbildung 2.37 rechts). Bei Verwendung von Objektiven ohne Deckglaskorrektur mit
geringer Apertur (nA < 0,20) konnten noch vergleichsweise passable Ergebnisse erzielt

werden.

Abbildung 2.37: Bild von Hefezellen durch eine 3 mm dicke planparallele Saphirplatte. Die linke
Aufnahme wurde mit Hilfe eines N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9, die rechte Auf-
nahme wurde mit einem N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 gemacht. Beide Objektive
sind von Leica/Deutschland.

2.3.4.2 Chromatische Aberration (Farbfehler)

Aufgrund der Dispersion der Fenstermaterialien (Kapitel 2.3.2.5) sind Gré3e und Lage
der Bilder fir verschiedene Wellenlangen unterschiedlich. Dies flhrt dazu, dass z. B.
Bilder zum Bildrand hin starkere Farbsaume aufweisen kdnnen. Man spricht dann vom
Farbquerfehler oder der chromatischen Vergrolerungsdifferenz. Die Bilder verschiede-
ner Farben sind verschieden groR, liegen aber in derselben Bildebene (Abbildung 2.38
oben).
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Abbildung 2.38: Darstellung des Farbquer- und Farblangsfehlers. [100]

Beim Farblangsfehler oder der chromatischen Schnittweitendifferenz liegen die Bilder in
verschiedenen Bildebenen, sind aber gleich grof3. Die Folge ist, dass verschiedene
Farben unterschiedlich scharf erscheinen. Je nach Lage der Bildebene kann man auf

bestimmte Farben fokussieren (Abbildung 2.38 unten) [110].

Bei den Vorversuchen mit Planparallelplatten aus Saphir verschiedener Dicken war mit
bloRem Auge nie ein Farbfehler auszumachen. Dies kdnnte an den zu optischem Glas
ahnlichen Werten flr die Dispersion liegen. Da auch aus der Literatur von keinem Farb-
fehler in Bezug auf Saphirmaterialien bei Hochdrucksichtzellen berichtet wird, kann
dieser Fehler bei der Konstruktion von Hochdrucksichtzellen unter Verwendung von

Saphirmaterialien eher vernachlassigt werden.

Unter Verwendung von Materialien mit niedriger Abbescher Zahl (z. B. Diamant) kdnnte
es bei der Verwendung von solchen Fenstermaterialien zu chromatischen Aberrationen
in Verbindung mit Objektiven, die auf Glasmaterialien korrigiert wurden, kommen. Zei-
gen sich die Auswirkungen dieser Fehler als zu stoérend, ist es sinnvoll mit monochro-

matischem Licht zu arbeiten, um die Farbfehler vollstandig zu eliminieren.
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2.3.5 Mikroskop als verdeutlichendes Gerét

Die einfachste Form einer Lupe ist eine gewdhnliche Sammellinse, die vor das Auge
gebracht wird. Das von ihr allein von einem Gegenstand entworfene Bild muss in einer
solchen Entfernung zum Auge liegen, damit dieses auch bei langerer Betrachtung be-
quem und ohne zu ermiden darauf akkommodieren kann. Das ist beim normalsichtigen
Auge dann der Fall, wenn der Akkommodationsapparat aufl3er Tatigkeit ist und infolge-
dessen das Auge auf Unendlich eingestellt ist. Damit das Bild im Unendlichen oder
zumindest in ausreichend groRRer Entfernung vor dem Auge entsteht, muss das Objekt

in die Objektbrennebene der Lupe oder in ihre nachste Nahe gebracht werden.

Nach der Gaulisschen Definition der Brennweite gilt flir die scheinbare GroRRe
tan 0" = y/f. Aus dieser Gleichung hat Abbe das Vergrof3erungsvermogen V einer Lupe
oder allgemeiner auch jedes verdeutlichenden Gerats definiert. Es ist das Verhaltnis der
scheinbaren Grolie des Bildes zur linearen Grolde des Gegenstands:

tanoc’ 1
= = Gleichung 2.52
y f
Es ist gleich der reziproken Brennweite des benutzten Systems, die gewohnlich in Di-

\Y,

optrien ausgedruckt wird.

Man erhalt eine bessere Vorstellung von ihr, wenn die scheinbare Groe des durch die
Lupe gesehenen Bildes mit der scheinbaren Grofle des mit dem bloRen Auge gesehe-
nen Objekts verglichen wird (Angularvergroferung). Die scheinbare Gro3e des Objekts
ist nach Abbildung 2.39 tan o = y/W. Sie verandert sich somit mit dem Abstand W des
Gegenstands vom Auge. Fur die Bestimmung der Leistung eines optischen Gerats wird
als Normalabstand die konventionelle Sehweite (W = 250 mm) festgesetzt. Es wird mit

der Definition der Vergrof3erung, dem Verhaltnis zwischen den beiden Sehwinkeln

tano
1" —

= ; Gleichung 2.53
tano

und dem tan o = y/250 mm zu

r - 250mm’

Lupe = Gleichung 2.54

Lupe

was die Vergroflerung der Lupe und des einfachen Mikroskops darstellt.
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Abbildung 2.39: Vergrélerung bei der Lupe und beim einfachen Mikroskop. [99]

Das Fernrohr bildet ein Objekt, das sich in unendlicher Entfernung vom Objektiv befin-
det, im Abstand des Bildbrennpunktes fopjekiv @ab. Dieses Zwischenbild liegt im Abstand
fokuar des nachvergrofRernden Okulars, wodurch im Auge das Bild des Objektes unter

dem Winkel o~ erscheint.

Beim Fernrohr wird ebenfalls die verdeutlichende Leistung durch die Angularvergrofe-
rung gekennzeichnet. Wie bei der Lupe ist die scheinbare Grolke des Bildes
tan 0" = y'ffokuar- Die scheinbare Grolle des Gegenstands ist nach Abbildung 2.40
tan o =y ffovjekiiv, Wenn durch y” die Grole des reellen Zwischenbilds gekennzeichnet

ist. Daher erhalt man flr die Vergrof3erung des Fernrohrs

f

[N = Gleichung 2.55

fOkuIar

bzw. fur die Lateralvergrof3erung des Fernrohrs

B = ffoﬂ =% Gleichung 2.56
Objektiv

Will man mit dem Fernrohr Objekte betrachten, die sich nicht im Unendlichen sondern

sehr nah vor dem Fernrohr befinden, kann eine Vorsatzlinse vor das Objektiv geschaltet

werden, deren Brennweite der Objektentfernung entspricht. Dadurch erscheint dem

Fernrohr das Objekt in unendlicher Ferne. Dieses optische Gerat wird als Fernrohrlupe

bezeichnet. Ihre Vergroflerung erhalt man durch Zusammensetzung aus der Fernrohr-

vergroRerung und der VergrofRerung der verwendeten Lupe.
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- fObjektiv‘ 250

Gleichung 2.57

fOkular fLupe

Abbildung 2.40: Zur Vergrdlierung beim Fernrohr. [99].

Wahrend beim Fernrohr der Bildbrennpunkt des Objektivs mit dem Objektbrennpunkt
des Okulars zusammenfallt, haben beide beim zusammengesetzten Mikroskop einen
betrachtlichen Abstand voneinander. Man bezeichnet diesen Abstand als optische

Tubuslange t (Abbildung 2.41). Die Gesamtbrennweite eines solchen Systems ist:

f fObjektiv ' fOkuIar

Mikroskop — t Gleichung 2.58

Die GesamtvergroRerung des Zusammengesetzten Mikroskops ist wie beim einfachen

Mikroskop und der Lupe:

250mm

I_‘Mikroskop = f Gleichung 2.59

Mikroskop

Setzt man flir die Gesamtbrennweite nach Gleichung 2.58 die Einzelbrennweiten von
Objektiv, Okular und Tubuslange ein, dann erhalt man als modifizierten Ausdruck fur die

Gesamtvergrofderung des zusammengesetzten Mikroskops:

1_‘Mikroskop = f— bzw.

Objektiv * fOkuIar

t . 250mm Gleichung 2.60

ESl _ _ Sl
I_‘Mikroskop - f - ﬂ Objektiv * 1—‘Okular

Objektiv fOkuIar
Mit der Zerlegung der Mikroskopvergroferung in die Einzelvergréferungen des Objek-
tivs und des Okulars deutet man das Zusammenspiel der tatsachlichen Objektiv- und

Okularwirkung an. Das Mikroskopobjektiv ist dem Gegenstand zugewandt. Es erzeugt
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von ihm, in einer Bildebene, die um die optische Tubuslange t von seinem Bildbrenn-
punkt entfernt ist, ein umgekehrtes, reelles und vergroRertes Zwischenbild. Mit dem
Okular wird das vom Obijektiv erzeugte Zwischenbild betrachtet wie mit einer Lupe. Es
vergroRert das noch wenig ausgedehnte Bild so, dass es dem Auge unter einem aus-

reichend groRen Sehwinkel erscheint. [99]

Abbildung 2.41: Zur VergréRerung beim zusammengesetzten Mikroskop. [99]
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3 Material und Methoden

Dieses Kapitel beschreibt die konstruierte Hochdrucksichtzelle einschlieRlich der ver-
wendeten Materialien und Bauteile. Anschliel3end wird das Gesamtsystem inklusive der
benutzten optischen Gerate vorgestellt. Im folgenden werden die verwendeten Materia-
lien (wo noétig mit detailliertem Hintergrundwissen aus der Literatur) und die Durchflh-

rung der einzelnen Experimente beschrieben.

Alle Untersuchungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

3.1 Aufbau der HPDS-3000-Hochdruckzelle

Die fir die Versuche eingesetzte Hochdruckzelle HPDS-3000-Hochdruckzelle (Hart-
mann-Pfeifer-Dornheim-Sommer) wurde in Zusammenarbeit mit der Record Maschi-
nenbau GmbH/Kdnigsee konstruiert und gebaut. Die Zelle ist fur einen Zellenin-
nendruck von 3000 bar ausgelegt. Die technische Zeichnung in Abbildung 3.1 zeigt den
Schnitt durch die Konstruktion der HPDS-3000-Hochdruckzelle. Das Zellenunterteil (1)
besteht aus einem hochlegierten Werkzeugstahl, der Verschlussdeckel (2) ist aus ei-
nem geharteten Federstahl gefertigt. Die beiden Bauteile werden mit einer Schrauben-
verbindung bestehend aus sechs Innensechskantschrauben (5) verbunden. Die Abdich-
tung der Zelle Gbernimmt bis zu einem Druck von ca. 500 bar eine O-Ringdichtung aus
dem Hydraulikbereich (6). Ab diesem Druck beginnt die progressive Metalldichtung (7)
[111] zu wirken. Durch den Uberdruck im Probenraum spreizt sich die gelappte Wand
des Deckels auf und drickt auf die ebenfalls gelappte Wand des Unterteils. Durch die
daraus resultierende Flachenpressung wird das System abgedichtet. Der Deckel verfugt
uber zwei verschlielbare Kanale (4), um vor der Druckapplikation den Probenraum zu
entluften. Auf diese Kanale wurde bei einer spateren Erneuerung des Deckels verzich-
tet, da das System durch eine Spulung mit einer ausreichend leistungsstarken Pumpen
entliftet werden kann. Im Zuge dieser Erneuerung wurde der Zellendeckel um 4 mm
erhoht. In Deckel und Unterteil ist jeweils eine konisch exakt geschliffene Saphirscheibe
(8) eingepasst und mit handelsublichen Metall-Glas-Klebstoff verklebt worden. Die
Scheiben haben eine Dicke von 2,2 £ 0,05 mm, der Durchmesser der oberen Kegelfla-
che betragt 2,2 £ 0,05 mm, der der unteren 3,42 mm. Der Gesamtkegelwinkel betragt
31°10°, die Parallelitat der polierten Planflachen betragt 0,001. Das Unterteil der Zelle
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besitzt zwei Bohrungen (3), die als Versorgungsleitungen des Probenraums mit dem
Druckmedium (Wasser) dienen. Diese werden an der AulRenseite mit Hochdruckschlau-
chen verbunden. Der ausgesparte Raum (9) im Unterteil der Zelle wurde so gestaltet,
dass das leistungsstarkste der benutzten Objektive exakt hineinpasst. Der Abstand

zwischen dem unteren Fenster und der Objektivfrontlinse betragt ca. 2 mm.

Die Konstruktion der Zelle wurde schutzrechtlich beim Deutschen Patent- und Marken-
amt gesichert [112].

T
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Abbildung 3.1: Schnitt durch die HPDS-3000-Hochdruckzelle. Oben: Vollschnitt der gesamten
Zelle, unten: Detailausschnitt. (1) Unterteil; (2) Deckel; (3) Druckbohrungen; (4) Entluftungska-
nale; (5) Innensechskantschrauben 1#6; (6) O-Ring; (7) progressive Metallabdichtung; (8) Sa-
phirscheiben (9) Zugangsbereich fiir die Objektive; (10) abgetrennter Raum; (11) transparente
Abdeckung. [112, 113]
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3.1.1 Definition der Werkstoffeigenschaften

Die Konstruktion der Hochdrucksichtzelle enthalt funf verschiedene Werkstoffe mit
differentem Materialverhalten. Das Zellenunterteil sowie der Verschlussdeckel der Zelle
wurden aus einem Werkzeug- sowie einem Federstahl gefertigt. Diese Bauteile wurden
zur Erhéhung der Widerstandsfahigkeit gegen Zug- und Druckbelastung vergttet und
gehartet. Die Materialeigenschaften der Sichtglaser aus Saphir sowie die Materialei-
genschaften der verwendeten Schrauben entsprechen den allgemein gultigen Material-

kennwerten fur diese Werkstoffe. Sie werden in den nachsten Kapiteln beschrieben.

3.1.1.1 Materialkennwerte des Zellenunterteils

Das Zellenunterteil wurde aus einem hochlegierten Werkzeugstahl gefertigt. Der ver-
wendete Stahl tragt nach DIN 17100 die Bezeichnung 55NiCrMoV6 und hat die Werk-
stoffnrummer 1.2713. Das Material des Zellenunterteils wurde auf Schleifmal} bearbeitet,
unter Vakuum hochvergutet und anschliellend auf die Endmale geschliffen. Das Mate-
rial besitzt homogene Materialeigenschaften und kann als isotrop angenommen wer-

den. Der Werkzeugstahl besitzt folgende Materialeigenschaften:

N
E-Modul: E=2,06-100——
mny
Querkontraktionszahl: v =0,285
Dichte: p=7800%9
m

Zugfestigkeit: R, =1300 N

' mm’
Streckgrenze: R, =1150 N

' mm’

3.1.1.2 Materialkennwerte des Verschlussdeckels

Der Verschlussdeckel der Hochdrucksichtzelle ist aus einem Federstahl gefertigt, tragt
die Bezeichnung 67SiCr5 und hat die Werkstoffnummer 1.7103. Das Material wurde auf
Schleifmal’ gefertigt und anschliellend zur Erhdhung der Zahigkeit gehartet und ange-
lassen. Der Federstahl weist folgende Materialeigenschaften auf:

N

mm?’

E-Modul: E=2,06-10
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Querkontraktionszahl: v =0,285
Dichte: p=78509
m
. N
Zugfestigkeit: R,=1370-1620——
mm
Streckgrenze: R, =1180 N
' m’

3.1.1.3 Materialkennwerte der Sichtglaser

Die Sichtscheiben der Zelle wurden aus Saphir gefertigt und konisch auf Passung mit
den Zellenbaugruppen geschliffen. Saphir (Korund) besteht zu 99,99 % aus Al,O3; und

besitzt eine hexagonale Kristallstruktur.

Die KenngroRRen zur Beschreibung des Werkstoffverhaltens:

E-Modul: E=3,45~109l2
mm
Querkontraktionszahl: v=0,23
Dichte: p= 3985k—g3
m
Zugfestigkeit: R, =190 N
' mn’
L N
Bruchfestigkeit: o, =2450——
mm
N
Schubmodul: G=1450——
mm

Der Transparenzbereich reicht bei Saphir von 170 bis 6500 nm [93]. Transmissions-
messungen an dem hier verwendeten Saphirmaterial zeigten, dass bereits im Bereich
von 215 nm 80 % des Lichtes transmittiert wurden. Dieses Transparenzniveau wird weit

uber den visuellen Bereich hinaus gehalten.

3.1.1.4 Materialkennwerte der Innensechskantschrauben

Fir die Schraubverbindung wurden hochfeste Schrauben M6 der Festigkeitsklasse 10.9
verwendet:
N

mm>

E-Modul: E=21-10°
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Querkontraktionszahl: v =0,3

Dichte: p=780019
m
Zugfestigkeit: R, =1000 N
' mm’
Streckgrenze: R, =900 N
' mm’

3.2 Aufbau des Gesamtsystems

Abbildung 3.2 zeigt die HPDS-3000-Hochdruckzelle (1) unter dem Umkehrmikroskop.
Fixiert wird die Zelle mit drei Spannpratzen (2) auf einem speziell konstruierten Fixier-
tisch. An das Mikroskop wird Uber einen TV-Adapter (Leica/Art. Nr. 11541510) eine
CCD-Kamera (2/3* Chip / 1300 x 1030 Pixels / 6,7 x 6,7 um/Pixel/Basler/Deutschland/
Art. Nr. H 5284) angeschlossen. Die Kameradaten wurden mittels einer FireWire-
Schnittstelle (IEEE 1394) an einen PC Ubertragen. Die Bilder konnten mit einer nachge-
schalteten Bildanalysesoftware (a4i Doku/Aquinto/Landshut/Art. Nr. S6700) archiviert

bzw. ausgewertet werden.

Abbildung 3.2: Hochdruckzelle unter dem Mikroskop fixiert. (1) HPDS-3000-Hochdruckzelle
zusammengebaut und fixiert; (2) Spannpratzen; (3) flexibler Hochdruckschlauch; (4) Kondensor;
(5) Linearpolarisator.
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Zwei Hochdruckschlauche (Sitec/Maur/Schweiz/Art. Nr. 730.3336-1) verbinden die Zelle
mit einer Handspindelpresse (Sitec/Art. Nr. 750.1400, Abbildung 3.3). Die Systemtem-
peratur wird Uber ein Thermoelement (Sitec/Art. Nr. 770.5131-7), der Druck wird Uber
einen DMS-Druckaufnehmer (Sitec/Art. Nr. 770.6171) gemessen. Beide Messsignale
werden Uber ein speziell entworfenes Messinterface (Anhang, Kapitel 8.1) aufbereitet
und mit einer DAQ-Karte (NI PCI-6023E/National Instruments/Art. Nr. 777742-02) in
Verbindung mit einem Computer ausgelesen und angezeigt. Die Temperatur kann mit
einer Genauigkeit von AT =+ 0,1 K, der Druck im Bereich 0-4000 bar mit einer Genau-

igkeit von Ap = + 2 bar ermittelt werden.

Abbildung 3.3: Schemazeichnung der Gesamtanlage. (1) Handspindelpresse; (2) Absperrven-
til1; (3) Druck- und Temperatursensor; (4) flexibler Hochdruckschlauch; (5) HPDS-3000-
Hochdruckzelle; (6) Dosierventil; (7) Wasserreservoir; (8) Pumpe; (9) Absperrventil 2.

3.2.1 Mikroskop Leica DM IRB HC

Das verwendete Basisstativ DM IRB HC-Mikroskop (Leica/Art. Nr. 11888209) ist ein
inverses Forschungsmikroskop (Umkehrmikroskop) fur Durchlicht. Es ist mit einem tber
einen Koaxial-Doppeltrieb hohenverstellbaren (7 mm Hub) 6fach-Objektivrevolver (M25)
bestlickt. Der Tubus (Art. Nr. 11521660) wurde mit der Tubusoptik HC 1x/1.5x/ BioMed
(Art. Nr. 11888216) betrieben, was das Umschalten von 1facher auf 1,5fache Zwi-
schenvergrofderung ermoglicht. Der Strahlenteiler (Prisma) HC alde 100 (Art. Nr.
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11888218) gestattet durch Umschalten wahlweise die Bildbetrachtung mit dem Okular
(HC Plan S 10x/22 BR.M/Art. Nr. 11507806) oder der bereits beschriebenen Kamera.

Die Beleuchtung erfolgt uber eine 12 VV/100 W Beleuchtungsquelle, der Kondensorbasis
f. S1+S23 (Art. Nr. 11521695) und dem Kondensorkopf 0.53/S23 (Art. Nr. 11521500),
der mit einem Lichtringset (Art. Nr. 11521505) ausgestattet ist. Das Beleuchtungslicht
wird mit einem Linearpolarisator (Art. Nr. 11521700) in direkter Nahe der Aperturblende
polarisiert, um die doppelbrechenden Eigenschaften der Planparallelplatten aus Saphir
(Kapitel 2.3.3.5) der HPDS-3000-Hochdruckzelle zu kompensieren. Das Mikroskopsys-
tem ist mit Phasenkontrastobjektiven fur die Beobachtung im Phasenkontrast geeignet.
Anstatt eines Kreuztisches wird ein selbstkonstruierter Fixiertisch verwendet (Abbildung
3.2).

3.2.2 Mikroskop Leica DM IL Fluo / IMC

Fir fluoreszenzmikroskopische Beobachtungen (Kapitel 3.3.8, 4.4-4.4.4 ) wird das
inverse Basisstativ Leica DM IL Fluo/IMC (Art. Nr. 11521245) benutzt, das auch im
Durchlichtverfahren arbeitet. Auf dem Basisstativ ist ein Uber einen Koaxial-Doppeltrieb
hdhenverstellbarer 4fach Objektivrevolver (M25) angebracht. Als Tubus wurde ein HC
DM IL T AE-LMV bin Fototubus (Art. Nr. 11521666) gewahlt. Der im Tubus installierte
Strahlenteiler ermdglicht eine wahlweise Betrachtung Uber das Okular (10x/18
Br. M/Art. Nr. 11527001) oder mit der bereits beschriebenen Kamera.

Die Beleuchtung erfolgt Uber eine 6 V/35 W Beleuchtungsquelle und dem Kondensor-
kopf 0.35/S55 (Art. Nr. 11521233), der mit einem Lichtringset (Art. Nr. 11521233) aus-
gestattet ist. Das Beleuchtungslicht wird mit einem Linearpolarisator (Art. Nr. 11521700)
polarisiert, um die doppelbrechenden Eigenschaften der Planparallelplatten aus Saphir
(Kapitel 2.3.3.5) der HPDS-3000-Hochdruckzelle zu kompensieren.

Als Lichtquelle zur Auflichtfluoreszenzmikroskopie dient eine Hg Gasentladungslampe
mit 100 W Leistung (HBO 103 W/2, Osram/Deutschland) in einem Lampenhaus 106z,
Hg 100 W mit einem 4-linsigem Kollektor. Die folgenden FluoreszenZzfilter stehen zur

Verfugung:

-N2.1 S - BP515-560; RKP580; LP590 (Art. Nr. 11513832) flr P,
- D S - BP355-425; RKP455; LP470 (Art. Nr. 11513825) fur Hoechst 33342 und
- I3 S - BP450-490; RKP510; LP515 (Art. Nr. 11513828) fur DiOCS6.
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Zur Kompensation der doppelbrechenden Eigenschaften des Fenstermaterials aus
Saphir (Kapitel 2.3.3.5) wird auch hier mit einem Linearpolarisator gearbeitet. Es hat
sich bei den Versuchen gezeigt, dass die besten Ergebnisse bei der Durchfuhrung der
Auflichtfluoreszenz erzielt werden, wenn der Polarisator im Fototubus kurz vor der Ka-
mera angebracht wird. Als Polarisator dient hierbei eine Polarisationsfolie (P-W84
P3/Jos. Schneider/Kreuznach/Deutschland/ Art. Nr. 16590), die sich durch eine hohe
Transmission in Durchlassrichtung auszeichnet. Die Folie wurde gewahlt, um moglichst

wenig Signalverlust zu erleiden.

3.2.3 Verwendete mikroskopische Objektive
Es stehen die zuvor durch Vorversuche getesteten Objektive

- N PLAN 10x/0.25 PH1 -/A 5.8 (Art. Nr. 11508088),

- C-Plan 10x/0.22 PH1-/- 7.8 (Art. Nr. 11506078),

- N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 (Art. Nr. 11506058),

- C-Plan L 20x/0.30 PH1 0-2/-3,7 (Art. Nr. 11506152),

- N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 (Art. Nr. 11506060) und
- HXC PL L 40x/0.60 Corr Ph2 0-2/C (Art. Nr. 11506203)

von Leica zur Verfigung. Sowohl die Objektive mit 20facher als auch mit 40facher Ver-
grolRerung haben eine einstellbare Deckglaskorrektur im Bereich zwischen 0-2 mm und
einen freien Arbeitsabstand von 1,9 mm bei der Einstellung auf maximale Deckglasdi-
cke von 2 mm. Die Objektive mit 10facher Vergrofierung sind ohne Deckglaskorrektu-
ren ausgestattet, liefern jedoch aufgrund der niedrigen Werte der numerischen Apertur

Bilder mit guter Qualitat. Alle Objektive sind zur Phasenkontrastmikroskopie geeignet.

3.2.4 Anlagenmodifikation zur Untersuchung von Phasentbergangen bei Lipi-

den

Zur Durchfuhrung der Untersuchungen von Phasenubergangen bei Lipiden (Kapitel
3.3.5, 4.2.3) wird das gesamte Mikroskop samt HPDS-3000-Hochdruckzelle in eine
temperierbare Einhausung verlegt. Damit ist es moglich Versuche unter Veranderung
der Systemtemperatur im Bereich zwischen Raumtemperatur und 50 °C durchzuflhren.
Die Temperierung erfolgt Gber einen konventionellen Haartrockner (1800 Watt) in der

Einhausung, der Uber einen Temperaturfihler in Verbindung mit einem Regelelement
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gesteuert wird. Die Einhausung kann ahnlich einem konventionellen Klimaschrank front-

seitig durch eine Tur geoffnet und geschlossen werden.

Um die Temperatur im Inneren der HPDS-3000-Hochdruckzelle mdglichst genau zu
bestimmen, wurde eine Bohrung in den Mikroskopiertisch angebracht. In diese Bohrung
wird ein kalibrierter Oberflachentemperaturfihler geschoben, der die Temperatur im
Inneren des Mikroskopiertisches auf eine Dezimale genau bestimmt. Durch ausreichen-
de Wartezeit vor der Messung kann davon ausgegangen werden, dass die gemessene
Temperatur in dem aus Aluminium bestehenden Mikroskopiertisch der Temperatur im
Inneren der HPDS-3000-Hochdruckzelle entspricht. Vorversuche haben ergeben, dass
ein eventuelles kurzes Offnen der Fronttiir zum Bedienen des Mikroskops die Tempera-

tur nicht messbar anderte.

3.3 Verwendete Materialien und Durchfliihrung der Versuche

3.3.1 Handling der Anlage

Damit die Probe wahrend der Druckapplikation nicht mit dem Druckmedium kontami-
niert wird, besteht die Moglichkeit, die Probe vom Druckmedium zu trennen (Abbildung
3.1 unten). Die Deckfolie (11) wird mit Hilfe eines Vaselinefilms uber der Probe im Pro-

benraum fixiert. Der dadurch abgetrennte Raum (10) hat einen Inhalt von V =~ 3,5 pl.

Danach wird der O-Ring eingelegt, der Deckel aufgesetzt und mit den Innensechskant-
schrauben angepresst. Die Zelle wird durch die beiden Hochdruckschlauche an den
Hochdruckerzeuger angeschlossen und auf dem Fixiertisch montiert. Zur vollstandigen
Verdrangung der Luft aus dem System fordert die im Kreislauf eingebaute Pumpe (Eck-
erle/Malsch/Deutschland/Art. Nr. 108125) Wasser durch das System. Nun werden das
Absperrventil 1 (Sitec/ Art. Nr. 410.6310) und das Dosierventil (Sitec/Art. Nr. 410.6311)

geschlossen. Die Spindelpresse liefert den gewunschten Druck.

3.3.2 Durchfuhrung der Versuche zur Ermittlung der optischen Auflésung

Zur praktischen Bestimmung des optischen Auflésungsvermdgens wurden Kugeln defi-
nierter Grolle (Latizes) benutzt. Die Latizes in den Grdélen 1,09 +0,0031 pm,
0,605 +0,0089 ym, 0,552 +0,0004 pm und 0,453 +0,009 um wurden von der Firma
Serva/Deutschland bezogen. Sie wurden mit Wasser suspendiert und, wie in Kapitel

3.3.1 beschrieben, in die Zelle eingebracht.
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Zur Uberpriifung der optischen Qualitat der Bilder wurden anschlieRend Diatomeen als
Bestandteile einer Rohkieselgur (Ceca/Frankreich) mit dem System betrachtet. Die
Diatomeen zeigten regelmalige kammartige Strukturen. Die Kammbreite wurde mit
einem kalibrierten lichtmikroskopischen Bildanalysesystem mit hohem optischen Aufl6-
sungsvermogen vermessen. Dabei wurde die Breite eines Kammzahnes mit = 0,7 um

bestimmt.

Das fur das Hochdrucksystem benutzte Bildanalysesystem wurde mit Kugeln der Breite
20.1 +£0,0,2814 um (Serva) laut Herstellerangaben kalibriert.

3.3.3 Durchfuhrung der Versuche zur Beobachtung von Zwiebelepithelzellen

Zwiebelepithelzellen wurden als erstes Untersuchungsobjekt gewahlt, da diese einfach
zu beschaffen und zu praparieren sind. Aus einer herkdmmlichen Zwiebel wurde mit
Hilfe eines Skalpells eine Zwiebelhaut in der GroRe des Durchmessers des inneren
Beobachtungsfensters herausprapariert. Der Hautpartikel wurde unmittelbar danach mit
einer Pinzette auf die Innenseite des Beobachtungsfensters gelegt und ein Tropfen
Leitungswasser auf das Praparat gegeben. Anschlie3end wurde die Zelle geschlossen
(siehe Kapitel 3.3.1).

Die Druckauf- bzw. Druckabbaurate betrug ca. 500 bar/min. Bei einem Druck von

3000 bar wurde das Druckniveau fur 10 min gehalten.

3.3.4 Durchfuhrung der Versuche zur Beobachtung von Starkezellen

Starke besteht zum grofiten Teil aus Amylose und Amylopektin und liegt in granularer
Form im Starkekorn vor [114]. Native Starke hat ein semikristallines Geflige, was bei
der Betrachtung unter dem Polarisationsmikroskop als Doppelbrechung erkennbar ist.
Verliert ein Starkekorn sein semikristallines Geflge, geht auch die Doppelbrechung
verloren. Dieser Umstand ermdglicht es, den Verlauf des Quellens der Starke mit Hilfe
eines Polarisationsmikroskops zu quantifizieren. Unter dem Quellen von Starkekdrnern
wird die Veranderung des semikristallinen Gefuges durch Warmeeinwirkung in Verbin-
dung mit Wasser hin zu einer amorphen Struktur verstanden [115]. Svensson and Eli-
asson [116] unterteilen die thermische Quellung von Kartoffelstarkekérnern in zwei
Phasen. In der ersten Phase kommt es zur Wasserbindung in den amorphen Regionen

des Korns. Dabei kann eine geringe Reduzierung des Kristallgefliges beobachtet wer-
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den. In der zweiten Phase quillt das Starkekorn vollstandig, das kristalline Gefiige ist

dann vollstandig in den amorphen Zustand ubergegangen.

Das kristalline Gefuge kann jedoch nicht nur durch Hitzeeinwirkung, sondern auch
durch mechanische Einwirkung zerstort werden [117]. So wird berichtet, dass Weizen-
starke bei Raumtemperatur in Wasseruberschuss bereits bei 4500 bar verkleistert [118].
Der bendtigte Druck, um Starke zu verkleistern, ist von der Starkeart abhangig [15]. So
wurde festgestellt, dass Starke des B-Types sich barotoleranter verhalt als Starke vom
A- oder C-Typ [7, 15, 64, 118].

Rubens et al. gehen davon aus, dass der Quellungsprozess unter Hochdruckeinfluss
ahnlich dem unter Warmeinfluss in zwei Phasen ablauft. In der ersten Phase werden
die amorphen Regionen hydratisiert, was zu ersten Veranderung in den kristallinen
Regionen fuhrt. In der zweiten Phase wird die Wasseraufnahme in den kristallinen Re-
gionen groRRer. Die Autoren gehen davon aus, dass der Veranderung in den kristallinen

Regionen eine Wasseraufnahme vorangeht [64].

In gewisser Hinsicht unterscheidet sich die Quellung der Starkekorner unter Hoch-
druckeinfluss vom Quellen unter Warmeeinfluss. Es wird berichtet, dass die unter
Hochdruckeinfluss gequollenen Starkekdrner gegentber denen unter Warmeeinfluss
gequollenen nicht so stark an Volumen zunehmen. Die Volumenzunahme geht Uber
eine Verdoppelung des Durchmessers nicht hinaus, zudem bleibt der granulare Charak-
ter erhalten. Daruber hinaus wird davon ausgegangen, dass bei der druckinduzierten
Verkleisterung keine [15] oder zumindest eine stark reduzierte Freisetzung von Amylose
erfolgt [119].

Snauwaert und Heremans [120] und Rubens et al. [64] bedienten sich einer DAC, Dou-
zals et al. einer Hochdruckzelle und erlangten damit mikroskopische In-situ-Aufnahmen
von Starke unter Hochdruck, jedoch mit relativ geringer optischen Aufldsung. Alle Auto-
ren berichten von einem Quellen der Starkekdérner wahrend der Druckphase. Douzals et
al. berichtet daruber hinaus von einem fortwahrenden Quellen nach der Druckbeauf-
schlagung. Weiter wird beschrieben, dass mit Jod-Losung gefarbte Starkekdrner sich
unter dem Einfluss von Hochdruck entfarben, was die Autoren auf die fortschreitende

Quellung zurtckfuhrten [84].

Kartoffelstarke, Weizenstarke wurde von Overlack/Monchengladbach/Deutschland, die

Tapiokastarke wurde von Thai World Import und Export/Bangkok/Thailand bezogen. Die
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Starken hatten einen Wassergehalt von 19,1 %, 12,7 % und 13,2 %. Die Starken wur-

den in Wasser suspendiert.

Die Jodsuspension zur Farbung der Starkekorner bestand aus 0,2 g Jod (Sigma/ Dei-
senhofen/ Deutschland) und 2 g Kaliumjodid (Merck/Darmstadt/Deutschland) aufgeldst

in 100 ml Wasser.

Die Starkesuspensionen wurden auf die innere Flache des Beobachtungsfenster pipet-
tiert. AnschlieBend wurde die HPDS-3000-Hochdruckzelle verschlossen (siehe Kapi-
tel 3.3.1).

Wahrend der Druckaufbauphase wurde alle 500 bar eine Aufnahme gemacht. Bei
3000 bar angekommen, wurde dieser Druck flr 60 min gehalten, wobei alle 10 min eine
Aufnahme gemacht wurde. Wahrend der Druckabbauphase wurde ebenfalls alle
500 bar eine Aufnahme gemacht. Bei atmospharischem Druck angekommen, wurde die
Probe noch weitere 10 min beobachtet, um mdgliche weitere Veranderungen zu detek-

tieren. Die Druckauf- bzw. die Druckabbauphase betrug ca. 7 min.

3.3.5 Durchfuhrung der Versuche zur Beobachtung von Phasentbergangen bei

Lipiden

Im der Vorversuchsstadium wurden Fette verwendet, die einen Schmelzpunkt im Be-
reich von 10-30 °C besitzen und somit bei den anlagenbedingten Temperatur-Druck-

Bereichen Phasenubergange zeigten. Verwendet wurden dafur:

- Palmkernfett, Schmelzpunkt 19-30 °C,

- Palmoél, Schmelzpunkt 27-43 °C,

- Schweineschmalz, Schmelzpunkt 28-40 °C,
- Kokosfett, Schmelzpunkt 20-28 °C,

- Palmin, Schmelzpunkt unbekannt sowie

- Bonita (pflanzl. Bratfett), Schmelzpunkt unbekannt.

Bei all diesen Fetten zeigte sich (Daten nicht dargestellt), dass durch eine Hochdruck-
behandlung mit der beschriebenen Anlage eine Kristallisation herbeizufuhren ist. Am
vielversprechendsten schnitt bei den Vorversuchen das Kokosol ab. Aus diesem Grund

fiel die Entscheidung fur die weiteren Versuche auf folgende Produkte:

- Fluka-Kokosfett (Fluka Riedel de Haen),
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- Tropicai-Kokosfett (Tropicai GmbH) und
- Walter-Rau-Kokosfett (Walter Rau Lebensmittelwerke GmbH & Co. KG).

Laut Herstellerangaben ist keines der drei Fette weder gehartet noch anderweitig in

ihrer naturlichen Zusammensetzung verandert.

Die Proben wurden in ein Wasserbad gestellt und bei 50 °C vollstandig verflissigt.
Nach der Verflussigung wurden die Proben fur weitere 5 min im Wasserbad belassen.
Zur Kontrasterhohung wurden allen Proben kleinste Mengen des fettloslichen roten
Farbstoffs Sudan IV zugesetzt. Um gewahrleisten zu kdnnen, dass immer auf dieselbe
Objektebene fokussiert wird, wurden den Proben zusatzlich kleinste Bestandteile einer

Rohkieselgur (Ceca / Frankreich) zugesetzt.

Vor dem Versuch wurde die Temperatur in der Einhausung auf die gewlunschte Hohe
gebracht und diese fur 30 min gehalten. Die Probe wurde auf die innere Oberflache des
Beobachtungsfensters aufgetropft. Danach wurde die Zelle laut Kapitel 3.3.1 verschlos-

sen.

Bei den durchgefuhrten Versuchen zum Erstarren der Proben wurde der Druck mit einer
Geschwindigkeit von 1000 bar/min erhdht. Um die erstarrten Proben zu schmelzen,
wurde der Druck mit 500 bar/min gesenkt. Die jeweiligen Haltezeiten ergaben sich ver-

suchsspezifisch.

3.3.6 Durchfuhrung der Versuche zur Beobachtung von Spirogyra-Zellen (Griin-

alge)

Spirogyra-Algen sind ein leicht zu beschaffendes Studienobjekt, dass in den Fruhlings-
und Sommermonaten aus sauberen Gewassern entnommen werden kann. Insbesonde-
re die ausgepragte grine Farbe der Chloroplastenbander lasst bei der Beobachtung
eine Beurteilung der Farbechtheit des Mikroskopsystems zu. Spirogyra gehort in das
Reich der Eukaryonten, in die Abteilung Chlorophyta (Grinalgen) und in die Klasse
Zygnematophyceae (Jochalgen). Die Ordnung wird schlieBlich als Zygnematales be-
zeichnet. Weltweit existieren laut Schatzungen uber 400 verschiedene Spirogyra-Arten,

die sich in GroRe der Zellen und Zahl der Chloroplastenbander unterscheiden.

Spirogyra-Zellen weisen einen Durchmesser von 25 bis 100 ym und eine Lange von
100 bis 200 um auf. Die Zellen enthalten ein oder mehrere schraubenférmige wand-

standige Chloroplastenbander, die charakteristisch fur diese Algen sind und ihr den
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Namen verleihen. In regelmaligen Abstanden enthalten die Chloroplastenbander Pyre-
noide. Pyrenoide sind Proteinkomplexe und stellen ein Zentrum fur die CO»-Fixierung
dar. Die in den Chloroplastenbandern gebildete Starke lagert sich schalenféormig um
diese Proteinkerne an, die der Zelle als Energiespeicher zur Verfugung stehen [121].
Der Zellkern ist im Zentrum der Zelle an Protoplasmastrangen aufgehangen, die die
grol3e Vakuole durchkreuzen. Die Zellwand besteht aus einer inneren steifen Zellwand
und einer aulReren, schleimigen amorphen Zellwandfraktion [122].

Bei den Untersuchungen wurde mit Algen aus zwei verschiedenen Habitaten gearbeitet:

Typ I: Diese Zellkultur wurde aus einem Teich in der Nahe von Wirzburg ent-
nommen. In den Algenzellen waren vier Chloroplastenbander zu sehen
(Abbildung 4.18).

Typ II: Diese Zellkultur wurde aus einem Teich in der Nahe von Freising ent-
nommen. Die Algenzellen zeigten nur ein einziges Chloroplastenband. Die Py-

renoide waren wenig ausgepragt (Abbildung 4.19).

Beide Algentypen wurden mit Hilfe einer Pinzette aus dem Habitat entnommen und in
einen transparenten Glasbehalter gegeben. Der Behalter wurde an einem sonnigen

jedoch nicht zu heiRen Ort aufbewahrt.

Vor der Untersuchung wurden Zellen aus dem Behalter entnommen und auf eine nasse
Glasscheibe gegeben. Einige Zellen wurden separiert und auf die innere Oberflache
des Beobachtungsfensters gegeben. AnschlieBend wurde die Hochdruckzelle ge-

schlossen (siehe Kapitel 3.3.1).

3.3.7 Durchfuhrung der Versuche zur Beobachtung von Schizosaccharomyces

pombe

Der in dieser Arbeit untersuchte Mikroorganismus Schizosaccharomyces pombe gehort
zur Gruppe der Spalthefen [123]. Die langlichen Zellen weisen im haploiden Status zum
Zeitpunkt der Zellteilung eine Lange von 12 — 15 ym und einen Durchmesser von 3 —
4 ym auf. Im diploiden Status betragt ihre Lange 20 — 25 ym und ihr Durchmesser 4 —
5 um [124].
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3.3.7.1 Kultivierung von Schizosaccharomyces pombe

Als Probenorganismus fur diese Untersuchungen diente die Spalthefe Schizosaccha-
romyces pombe (Stamm 70576/Hefebank Weihenstephan). Zur Kultivierung der Hefe-
zellen wurde YPD-Nahrmedium verwendet (International Diagnostics Group/Lancashire/

GrolRbritannien).

Die Nahrlosung wurde zur Inaktivierung eventuell enthaltener biologischer Kontaminati-
onen autoklaviert und nach dem Abkuhlen auf ca. 25 °C unter der Sterilbank mit Orga-
nismen Schizosaccharomyces pombe beimpft. Danach wurde die erhaltene Mikroorga-
nismensuspension im Brutschrank bei 25 +1 °C fur 3-4 Tage inkubiert. Hatten sich die
Zellen in zufriedenstellender Weise vermehrt, konnten sie nach einer mikroskopischen
Uberprifung auf unerwiinschte Fremdorganismen fiir die Untersuchungszwecke ver-

wendet werden.

Wurden die Zellen nicht innerhalb einer Woche fur Untersuchungen aufgebraucht, er-
folgte zur Aufrechterhaltung der Hefevitalitat eine Auffrischung mit dem verwendeten
Nahrmedium. Bei der Auffrischung wurde auf eine ausreichende Sauerstoffversorgung
des Praparates geachtet, um einen mdglichst aeroben Zellstoffwechsel zu gewahrleis-

ten.

3.3.7.2 Verwendete Farbstoffe Methylenblau, Methylgrin, Trypanblau und Eo-

sinY

Bei den fur diese Untersuchungen verwendeten Farbstoffen handelt es sich entweder
um die basischen Farbstoffe Methylenblau bzw. Methylgrin oder die sauren Farbstoffe,
Trypanblau bzw. Eosin Y. Die basischen Farbstoffe reagieren mit sauren Zellbestandtei-
len und so erscheinen beispielsweise die Zellkerne mit inrem Nukleinsaureinhalt bei den
beiden verwendeten basischen Farbstoffen blau. Die sauren Farbstoffe reagieren bei-
spielsweise mit basischen Proteinen im Zytoplasma. Das fuhrt dazu, dass bei einer
Trypanblaufarbung das Zytoplasma blau und bei einer Eosin Y-Farbung rot angefarbt

wird.

Methylenblau gehort zu der Gruppe der basischen Thiazinfarbstoffe. Ein klassisches
Anwendungsgebiet von Methylenblau stellt der Lebend-tot-Nachweis von Hefezellen in

der industriellen Alkoholherstellung dar. Zur Herstellung einer 1%igen wassrigen Lo6-
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sung wurde Methylenblau (97 % Reinheit, Fluka Chemie GmbH/Schweiz) mit Aqua
dest. unter Schutteln gelost.

Methylgriin gehort zu der Gruppe der basischen Triphenylmethanfarbstoffe. Da es ge-
genuber alkalischen Verhaltnissen sehr empfindlich ist, missen beim Arbeiten mit Me-
thylgrun stets neutrale bis schwach saure Zustande herrschen [125]. Zur Herstellung
einer 1%igen wassrigen Losung wurde Methylgrin (85 % Reinheit, Sigma Aldrich
GmbH/Deutschland) mit Aqua dest. unter Schutteln gelost.

Trypanblau gehort zu der Gruppe der sauren Azofarbstoffe. Zur Herstellung einer
1%igen wassrigen Losung wurde Trypanblau (Sigma Aldrich GmbH) mit Aqua dest.

unter Schutteln geldst.

Eosin Y gehort zu der Gruppe der sauren Xanthenfarbstoffe und wird zur Plasmafar-
bung genutzt. Das sauer wirkende Eosin Y reagiert mit den basischen Zellbestandteilen
unter Bildung einer roten Farbung. Zur Herstellung einer 0,5%igen wassrigen Losung

wurde Trypanblau (Sigma Aldrich GmbH) mit Aqua dest. unter Schutteln gelost.

Aufgrund der Unfahigkeit, intakte Zellmembranen lebender Zellen zu passieren, kdnnen
alle vier verwendeten Farbstoffe zum selektiven Lebend-tot-Nachweis von Hefezellen
eingesetzt werden. Dabei werden tote Zellen durch den Farbstoff gefarbt, lebende Zel-
len bleiben ungefarbt [126].

3.3.7.3 Aufbereitung des Probenmaterials

Die Aufbereitung der Proben unterteilte sich in die Schritte Abtrennen des Nahrmedi-
ums, Farbung der Modellorganismen und Auffillen mit PBS-Lésung (phosphate buffe-

red saline).

Zur Trennung der Zellen vom Nahrmedium wurden 750 ul der Organismensuspension
fur 3 min bei 3500 1/min zentrifugiert und vom Uberstand befreit. AnschlieRend wurden

die aggregierten Zellen im verbleibenden Nahrmedium aufgeschuttelt.

Die aufbereiteten Zellen wurden mit 100 ul der jeweiligen Farbldsungen durch Schutteln
homogen vermischt. Nach Ablauf von 5 min Reaktionszeit wurden die Proben mit PBS

auf 1,0 ml Volumen aufgefiillt.
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3.3.7.4 Durchfuhrung der Hochdruckapplikation

Ca. 10 yl der Probe wurden auf die innere Oberflache des Beobachtungsfensters gege-

ben. Anschlieffend wurde die Zelle geschlossen (siehe Kapitel 3.3.1).

Die Druckerhéhungsphase auf den Maximaldruck erfolgte innerhalb von 30 min, wobei
nach jeder Druckerhéhung um 100 bar eine Aufnahme gemacht wurde. Beim Maximal-
druck angekommen, wurde dieser fur 30 min gehalten, wobei alle 5 min ein Bild ge-
macht wurde. Die Druckreduzierung erfolgte innerhalb von 30 min, auch hier wurde

nach jeder Druckreduzierung um 100 bar eine Aufnahme gemacht.

3.3.7.5 Bestimmung der Projektionsflache von Hefezellen

Die Markierung der Projektionsflachen von Zellen erfolgte manuell, da die automatische
bildanalytische Auswertung aufgrund von Inhomogenitaten im mikroskopischen Bild
keine zuverlassige Erkennung der Zellenrander gewahrleistete. Abbildung 3.4 zeigt
beispielhaft die manuell eingefliigte Markierung an den Randern von Zellen zur Vermes-
sung der Projektionsflache. Nach der manuellen Markierung bestimmte die Bildanalyse-

software die innerhalb der Markierung eingeschlossene Projektionsflache.

Abbildung 3.4: Markierte Hefezellen fur die Vermessung der Projektionsflache.

3.3.8 Durchfihrung der Versuche zur Beobachtung von Raji-Zellen mit Fluores-

zenzmikroskopie und Phasenkontrast

Bei diesen Versuchen wurden nicht-adherente Raji-Zellen (lymphoblastenahnliche
Zellen aus dem Burkitts-Lymphom; ATCC CCL-86) verwendet [127]. Die Zellen wurden

in kontrollierter Atmosphare bei einer Temperatur 37 °C einem CO,-Gehalt von 5,5 %
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und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 80 % kultiviert. Als Medium wurde RPMI-1640
(w/o Glutamin) verwendet, dem 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin-
Streptomycin zugesetzt wurde. Die Medien wurden von Gibco Invitrogen/Karlsruhe
bezogen. Fir die Versuche wurden die Zellen bis zu einer Zelldichte von 10° bis 10°

Zellen/ml kultiviert.

3.3.8.1 Detektion des Verlustes der Integritat von Zytoplasmamembranen

Zur Detektion wurden fluoreszierende Farbstoffe eingesetzt. Einer dieser Farbstoffe war
Propidium-Jodid (PIl). Dieser Farbstoff kann die Zytoplasmamembran lebender Zellen
nicht durchdringen. Verliert die Membran jedoch ihre Integritat, kann der Farbstoff in
das Zytoplasma der Zelle gelangen. Wenn PI die Kernmembran passieren kann, inter-
agiert es mit der zellularen DNA. Der Farbstoff interkaliert mit der DNA-Doppelhelix und
beginnt bei der Anregung mit monochromatischem Licht zu fluoreszieren [128]. Somit
eignet sich dieser Farbstoff zur Detektion von nekrotischen Zellen, da diese Zellen die

Membraneintegritat verloren haben.

In den Experimenten mit den Raiji-Zellen wurde zur Detektion von beschadigten Zy-
toplasmamembranen eine Zellsuspension durch Zentrifugation bei 3.500 1/m vom Zell-
kulturmedium getrennt und anschlieend in einer Losung von Pl in Ringer-Lésung (Del-
ta Select GmbH, Pfullingen) (1 mg/ml) bei Raumtemperatur im Dunkeln 30 min inku-
biert. Nach der Inkubation wurde die HPDS-3000-Hochdruckzelle mit der gefarbten
Zellsuspension gefullt (Kapitel 3.3.1).

Ein weiterer fluoreszierender Farbstoff, der nach der Interaktion mit der DNA leuchtet,
ist Hoechst 33342. Dieser Farbstoff kann im Gegensatz zu Pl die Zytoplasmamembran
von vitalen Zellen passieren [128]. Zur Farbung der Zellen in den Experimenten wurde
Hoechst 33342 (Sigma/Munchen) in Ringer-Lésung (100 ng/ml) suspendiert und auf die
Zellen gegeben. Da Hoechst 33342 ein zytoplasmamembrangangiger Farbstoff ist, wird
auch in vitalen Zellen die DNA angefarbt. Allerdings ist die Konzentration im Zytoplasma
gering, da aktive Transportsysteme Hoechst 33342 in den extrazellularen Raum pum-
pen. Versagen diese Pumpen, steigt die Konzentration im Zytoplasma stark an, was in
einer hoheren Fluoreszenzintensitat resultiert [129]. Aus diesem Grund wird Hoechst

33342 dazu benutzt, lebende von toten Zellen zu unterscheiden.



Material und Methoden 98

3.3.8.2 Detektion des mitochondrialen Membranpotentials

Eine ungestorte Energieversorgung ist einer der wichtigsten Parameter in einer leben-
den Zelle. Fur die Versorgung der Eukaryontenzelle mit Energie sind die Mitochondrien
zustandig, die Energieaquivalente produzieren. Dies geschieht durch einen Multien-
zymkomplex in den Membranen der Mitochondrien [130]. Um das transmembrane,
mitochondriale Membranpotential zu detektieren, wurde der membrandurchlassige,
lipophile  Fluoreszenzfarbstoff  3,3’-Dihexyloxacarbocyanine-dJodid  (DiOC6;  Si-
gam/Munchen) verwendet. Von diesem Farbstoff wurde vor den Versuchen eine 40 mM
Stocklésung (in DMSO) 1:10® mit Ringer-Lésung verdinnt und zu der Zellsuspension
gegeben. Nach 30-mindtiger Inkubationszeit im Dunklen bei Raumtemperatur wurden
die Zellen in die HPDS-3000-Hochdruckzelle gegeben (Kapitel 3.3.1). Wird durch eine
Hochdruckbehandlung der Energiehaushalt der Zelle gestort, sinkt das transmembrane
Mitochondrienpotential, worauf eine Verringerung des Fluoreszenzsignals von DiOC6
resultiert [131].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Methodenentwicklung zur Hoch-
druckmikroskopie. Die Uberprifung und Darstellung der optischen Leistungsfahigkeit
der entwickelten Anlage war somit ein zentraler Punkt der Arbeit. Bei der Wahl der
Praparate wurde darauf geachtet, dass die daraus gewonnen Ergebnisse wissenschaft-
lich wertvoll bzw. verwertbar sind. Dadurch ergaben sich sehr fruchtbare interdisziplina-
re Kooperationen mit Arbeitsgruppen, die konkrete Anwendungen fur die entwickelte

Anlagen hatten.

In Kapitel 4.1 wurde tberpriift, ob die theoretischen Uberlegungen der Grundlagenkapi-
tel hinsichtlich der optischen Auflésung (insbesondere Kapitel 2.3.3.6) mit dem prakti-

schen Experiment Ubereinstimmen.

Im Kapitel 4.2 wurden Praparate untersucht, die keine ausgepragten Farberscheinun-
gen zeigten. Ergebnisse von Experimenten zu morphologischen Veranderungen an
Zwiebelepithelzellen wurden zunachst vorgestellt. Untersuchungen an Starkekdrnern
und Kokosol zeigten, dass mit dem System druckbedingte Phasenlibergange bestimmt

werden konnen.

Da das Beobachtungsfenster aus Saphir und nicht aus optischem Glas bestand, wurde
in Kapitel 4.3 Uberprift, ob sich hierbei chromatischen Aberrationen zeigten (Grundla-
genkapitel 2.3.2.5 und 2.3.4.2). Als Probenmaterial dienten dabei Grinalgen. Die Pra-
parate enthielten hierbei mitunter rote, griine und blaue Bereiche in einem Gesichtsfeld.

Weiter wurden Hefezellen mit verschiedenen Farbstoffen angefarbt.

Die Praparate in Kapitel 4.4 wurden vorwiegend fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Mit den Experimenten konnte der Beweis erbracht werden, dass es durchaus maoglich
ist, fluoreszenzmikroskopische Beobachtungen in-situ unter Hochdruck durchzufihren.
Bei den Untersuchungen von Raji-Zellen konnte die Tauglichkeit des Systems fur Pha-
senkontrastmikroskopie bewiesen werden. Durch das Ubereinanderlegen von Hellfeld-
bzw. Fluoreszenzaufnahmen konnte bei der Untersuchung von Muskelzellen die vielfal-
tigen mikroskopischen Moglichkeiten verdeutlicht werden, die selbst unter Hochdruck-

bedingungen erzielbar sind.
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4.1 Uberprifung des rechnerischen Auflésungsvermdgens durch Kugeln mit

bekanntem Durchmesser

Eine rein rechnerische Bestimmung des optischen Auflésungsvermdgens des Systems
liegt fur das Objektiv mit der nA =0,55 (N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9)
und einem Kondensor mit der Apertur von 0,53 fir eine Wellenlange von 550 nm laut
Gleichung 2.22 bei daufissung = 910 nm.

Da durch die kompakte Bauweise der Hochdruckzelle bzw. durch Effekte der sphari-
schen Aberration [99] eine Verringerung der optischen Aufldésung mdglich ist, war eine
Uberprifung der maximalen Auflésung des Systems erforderlich. Hierfir wurde das
Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 in Kombination mit dem in Kapitel
3.2.1 beschriebenen Mikroskop benutzt. Als Messobjekte dienten Latexkugeln mit ver-
schiedenen Durchmessern. Die Abbildung 4.1 links zeigt zwei aneinanderliegende
Latexkugel mit einem Durchmesser D = 0,5520 + 0,0004 um. Die beiden Latexkugeln
konnen noch als zwei getrennte Partikeln erkannt werden. Laut der Definition fur das
optische Aufldsungsvermdogen kdonnen zwei Punkte, die sich in einem bestimmten Ab-
stand voneinander in der Objektebene befinden als aufgeldst betrachtet werden, wenn
diese noch als getrennte Punkte erkannt werden kénnen. Somit liegt das maximale
Auflosungsvermogen des Systems zwischen der berechneten und der praktische be-
stimmten Grofe (0,552 ym > daufissung = 0,510 pm).

Um die Tauglichkeit fur Strukturbereiche in der Grof3enordnung der optischen Auflo-
sungsgrenze der Anlage zu demonstrieren, wurden in Wasser dispergierte Diatomeen
in die HPDS-3000-Hochdruckzelle eingebracht (Abbildung 4.1 rechts). Die kammartigen
Strukturen haben einen Durchmesser von = 0,7 ym. Die Versuchsergebnisse zeigen,
dass Objektstrukturen, die geringflugig Uber der optischen Auflosungsgrenze des Sys-

tems liegen, mit einer sehr hohen Ahnlichkeit wiedergegeben werden kénnen.

Weiter geben die Ergebnisse Grund zur Annahme, dass die berechneten Werte
(Gleichung 2.22) mit hoher Genauigkeit mit praktisch bestimmbaren Werten Uberein-
stimmen. Eine spatere Benutzung eines Objektivs mit hoherer Apertur
(HXC PL L 40x/0.60 Corr Ph2 0-2/C) lieferte ebenfalls Bilder mit sehr guter Qualitat.

Die berechnete optische Auflosung ist mit diesem Objektiv noch um ca. 50 nm hoher.
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Abbildung 4.1: Aufnahmen zur Ermittlung des optischen Auflésungsvermégens. Links: Zwei
Latexkugeln mit einem Durchmesser D = 0,5520 + 0,0004 pm in Wasser suspendiert. Rechts:
Diatomee in Wasser suspendiert. Der Pfeil zeigt auf eine kammartige Struktur des Diatomee.
Beide Bilder wurden mit dem Objektiv 40x/0,55 mit 1,5facher ZwischenvergroRerung im Hellfeld
aufgenommen.

4.2 Beobachtung von Préparaten ohne ausgepragte Farberscheinung im
Durchlicht

4.2.1 Zwiebelepithelzellen

Eines der ersten Praparate, das mit der Versuchsanlage untersucht wurde, waren
Zwiebelepithelzellen. Abbildung 4.2 a zeigt einen Ausschnitt einer Zwiebelepithelzelle.
Auf dem Bild sind die Zellwand, das Zytoplasma, der Tonoplast, die Vakuole, der Zell-
kern mit Membran und zwei Zellkernkérper zu erkennen. Abbildung 4.2 a-f zeigen die-
sen Teil der Zelle wahrend der Druckapplikation bis zum Hochstdruck von 3000 bar. Die

Druckerhohungs- bzw. Druckreduzierungsgeschwindigkeit betrug = 500 bar/min.

Beim Anstieg des Druckes kam es erst zu einer Verkleinerung des Zellkernes (1 und
500 bar). Bei weiterer Erhdhung des Druckes schrumpfte der Kern weiter. Bei 1000 bar
konnte im Live-Bild eine sich in Sekunden vollziehende Verlangerung des Kerns beo-
bachtet werden (c). Kurz darauf begann die scharf umrandete Kernmembran, ein diffu-
ses Aussehen anzunehmen. In (d) bei 3000 bar war der Zellkern stark verkleinert und
die anfanglich gleichmaRig elliptische Oberflache zeigte bereits starke Einbuchtungen.
Beim folgenden Bild (e), ebenfalls bei 3000 bar, jedoch nach t = 10 min Druckhaltezeit,
verlor der Nukleus mehr und mehr seine scharfe Umrandung. Nach der Druckentlas-
tung (f) setzte sich die Auflosung des Zellkerns immer weiter fort. Der Zellkern verlor
weiter an Kontrast, was auf ein Fortschreiten des Zersetzungsprozesses hindeutete.

Danach setzte sich der Prozess der Zersetzung weiter fort.



Ergebnisse und Diskussion 102

Vor der Druckapplikation konnte in den Zwiebelzellen der Plasmastrom beobachtet
werden, dessen Geschwindigkeit wahrend der Druckerhdhung stetig abnahm. Bei ei-
nem Druck von ca. 70 MPa kam der Plasmastrom vollig zum Erliegen. Bei anschlie3en-

der Reduzierung des Druckes kam der Plasmastrom nicht wieder in Gang.

Abbildung 4.2: Zwiebelepithelzelle mit Zellkern wahrend der Druckapplikation. Die Aufnahme
wurde mit dem N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 mit 1,5facher Zwischenvergrofierung
im Hellfeld bei Raumtemperatur gemacht. (a) 1 bar; (b) 500 bar; (c) 1000 bar; (d) 3000 bar; (e)
3000 bar nach 10 min, (f) 1 bar nach der Druckentlastung.
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4.2.2 Starkezellen

In Zusammenarbeit mit Frau Dr.-Ing. Birgit Rumpold vom Institut fur Lebensmitteltech-
nologie Fachgebiet Lebensmitteltechnologie und —prozesstechnik, TU-Berlin (Prof. Dr.-
Ing. Dietrich Knorr), wurden In-situ-Hochdruckuntersuchungen mit Starkekornern ver-

schiedenen Starkespezies durchgefinhrt.

Bei den hier untersuchten Starkezellen handelte es sich um eine A-Typ-Starke (Weizen,
Abbildung 4.3), eine B-Typ-Starke (Kartoffel) und einer C-Typ-Starke (Tapioka) [114].
Bei der Untersuchung der Weizenstarke konnten in der Druckaufbauphase bereits bei
2000 bar Veranderungen in sichtbar beschadigten Kérnern beobachtet werden. Dem
Anschein nach sind mechanisch beschadigte Korner weniger druckresistent als unbe-
schadigte Korner. Nach 5 min Haltezeit bei 3000 bar konnte eine Quellung bei einigen
augenscheinlich unbeschadigten Starkekdrnern beobachtet werden. Diese Beobach-
tung deckt sich auch mit Experimenten von Douzals et al., bei denen die Weizenstarke
ebenfalls bei 3000 bar zu quellen begann [84]. Die Anzahl der gequollenen Kérner und
der Grad der Quellung schritt mit zunehmender Druckhaltezeit voran. Nach einer
Druckhaltezeit von einer Stunde waren viele der Starkekdrner gut sichtbar vergrofRert,
andere blieben vdllig unverandert. Douzals et al. machten ebenfalls diese Beobachtun-
gen. Wahrend der Druckreduzierungsphase verringerte sich die Grélke der gequollenen
Korner geringfugig, jedoch waren die veranderten Korner nach wie vor grolRer als zu
Beginn der Druckapplikation (Abbildung 4.3 a, b und c). Diejenigen Korner, die wahrend
der Druckerhéhung bzw. unter der Druckhaltezeit keine Groflenveranderung zeigten,
blieben auch wahrend der Druckreduzierung in der GroRe unbeeinflusst. Selbst Uber
einen Beobachtungszeitraum von 90 min nach der Hochdruckbehandlung war keine
VergrofRerung von Kornern zu detektieren, was im Widerspruch zu den Berichten von
Douzals et al. steht [84].
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- 50 pm
Abbildung 4.3: Weizenstarke in Wasser suspendiert: 1 bar vor der Druckapplikation (a), nach
60 min bei 3000 bar (b), nach der Druckapplikation bei 1 bar (c). Die Aufnahme wurden mit dem
N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 im Durchlicht gemacht.

Bei Untersuchungen von Kartoffel- und Tapiokastarke konnten bei einem Druck von
3000 bar und einer Druckhaltezeit von 60 min keinerlei GroRenveranderungen festge-
stellt werden. Douzals et al. detektierten eine irreversible VergroRerung von jodgefarb-
ter Kartoffelstarke bei 3000 bar [84]. Diese Beobachtung konnten durch diese Untersu-
chungen nicht bestatigt werden.

Bei weiteren Experimenten wurden die Starkesuspensionen intensiv mit einer Jod-
Lésung gefarbt (Abbildung 4.4 a; Abbildung 4.5 a; Abbildung 4.6 a) und der gleichen
Hochdruckbehandlung unterzogen wie die ungefarbten Proben zuvor. Der Vergleich
zeigt, dass die mit Jod gefarbte Starke sich im Quellverhalten von der ungefarbten
Starke nicht unterscheidet.

Bei der Hochdruckbehandlung der Weizenstarke konnte beobachtet werden, dass eine
Entfarbung der Starkekodrner mit deren Quellen einher gingen (Abbildung 4.4 b und c).
Abbildung 4.4 c zeigt, dass nach einer Druckbehandlung von 60 min bei 3000 bar alle
Korner, ob gequollen oder nicht, vollig entfarbt waren. Die wassrige Phase hingegen
wurde etwas dunkler und es konnte ein braunfarbener Bodensatz erkannt werden. Der
Grund hierfur kénnte eine Abgabe von Amylose in die wassrige Phase sein. Nach der
Hochdruckbehandlung konnte keine Wiedereinfarbung beobachtet werden. Die weitere
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Beobachtung zeigte, dass die Entfarbung, bei Normaldruck angekommen, scheinbar

nicht mehr voranschreitet (Abbildung 4.4 d).

—_— ~—
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Abbildung 4.4: Weizenstarke mit Jod-Losung angefarbt: Vor der Druckapplikation bei 1 bar (a),
nach 10 min bei 3000 bar (b), nach einer Stunde bei 3000 bar (c), 10 min nach der Druckappli-
kation bei 1 bar (d). Die Aufnahmen wurden mit dem N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-
1.9 im Durchlicht gemacht.

Die mit Jod gefarbten Tapioka-Starkekorner wurden ebenfalls bei 3000 bar Uber die
Dauer von einer Stunde vollstandig entfarbt (Abbildung 4.5). Auch hier konnte ein brau-
ner Bodensatz in der wassrigen Phase beobachtet werden. Die Druckreduzierung auf
Normaldruck und weitere Beobachtungen Uber den Zeitraum von 10 min bewirkten

keine weitere visuelle bemerkbare Aufhellung der Starkekorner.
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Abbildung 4.5: Tapiokastarke mit Jod-Ldsung angefarbt Vor der Druckapplikation (a), nach
einer Stunde bei 3000 bar (b). Die Aufnahmen wurden mit dem N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 O-
2/C 3.2-1.9 im Durchlicht gemacht.

Die Kartoffelstarkekérner wurden durch die Druckapplikation nur schwach entfarbt.
Auch die umgebende Flussigkeit wurde nur leicht dunkler. Nach der Druckapplikation
und einer Wartezeit von 10 min bei Normaldruck konnte eine weitere, jedoch nur sehr

geringe Entfarbung bemerkt werden (Abbildung 4.6).

I 1
Abbildung 4.6: Kartoffelstarke mit Jod-Lésung angefarbt: Vor der Hochdruckapplikation (a),
nach der Druckapplikation bei 3000 bar flr 60 min, bei Normaldruck (b). Die Aufnahmen wurden
mit dem N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 im Durchlicht gemacht.
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Um sicher zu stellen, dass die Entfarbung und die Durchmesserzunahme nicht von
anderen Faktoren wie beispielsweise von der Mikroskopbeleuchtung stammen, wurden
diesbezuglich Untersuchungen durchgefuhrt. Hierzu verblieb die angefarbten Starke-
suspensionen eine Stunde lang bei Normaldruck unter dem Mikroskop. Fur die gefarbte
Tapioka- und Kartoffelstarke konnten weder eine Entfarbung, noch eine Durchmesser-
veranderung festgestellt werden. Beobachtet wurde hingegen eine leichte Abdunklung
der wassrigen Phase. Bei der Weizenstarke konnte eine leichte Aufhellung der Koérner
detektiert werden, jedoch keine Verdunkelung des umgebenden Mediums. Die Aufhel-
lung der Weizenstarkekorner war jedoch nicht annahernd so intensiv wie bei den Unter-

suchungen unter Hochdruckeinfluss.

Die Entfarbung der Starkekorner kann nicht nur mit der Wasseraufnahme und der dar-
aus resultierenden Verdlinnung des Farbstoffes erklart werden. Die Versuche mit Tapi-
oka- und Kartoffelstarke haben bei 3000 bar Uber die Dauer 60 min gezeigt, dass eine

Entfarbung auch ohne Volumenzunahme der Starkekdrner stattfindet.

Nach Sarko und Wu bildet Jod mit den einfachhelikalen Strukturen der amorphen Regi-
onen der Starke einen Komplex [132]. Reine, kristalline Amylosemolekule vom A- bzw.
B-Typ kénnen, da sie aus Doppelhelices bestehen, keinen Komplex mit Jod eingehen
[117, 132]. Diese Erkenntnis kann auf die kristallinen Regionen der Starke angewendet
werden, die aus Doppelhelices bestehen [132]. Daraus kann abgeleitet werden, dass
die gefarbten amorphen Regionen die Startpunkte der Starkequellung darstellen, die bei
Druckapplikation eine Entfarbung zeigen. Weiter kann behauptet werden, dass eine
Entfarbung unter Hochdruck keineswegs ein Indikator flr die Quellung im Starkekorn
ist, wie es von Douzals et al (1996) behauptet wird, da die kristallinen Regionen gene-

rell keine Farbung mit Jod erfahren.

Bemerkenswert ist, dass die entfarbten Starkekodrner sich zwar bei der Druckreduzie-
rung nicht wieder farben, jedoch ihre Fahigkeit, mit Jod angefarbt zu werden, nicht
verlieren. Eine Art Zersetzung des Jodfarbstoffes kann ausgeschlossen werden, da
Druckversuche bei 3000 bar fur 60 min mit der benutzten Jodlésung ergeben haben,
dass der Farbstoff seine farbende Wirkung beibehalt. Dass der Farbstoff durch Redox-
Reaktionen verandert wurde, kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da sich die Farbe
bei den Versuchen mit Kartoffelstarke nicht anderte. Es wird deshalb davon ausgegan-
gen, dass die Jodmolekule durch den hohen Druck aus den einfachhelikalen Bereichen

der Starke in die wassrige Phase gedrangt werden. Die in der wassrigen Phase vorlie-
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genden Jodmolekile kénnten dort Verbindungen mit der aus dem Starkekorn gedrang-
ten Amylose eingehen. Dass konnte erklaren, warum sich die Starkekorner bei der
Druckreduzierung nicht wieder farben, jedoch bei erneuter Zugabe von Jodfarbstoff

nach der Druckapplikation wieder angefarbt werden kénnen.

Untersuchungen von Bauer und Knorr zeigen, dass bei der Druckbehandlung von Star-
ke der Leitwert der Suspension mit dem Grad der Quellung der Starke ansteigt. Sie
begrindeten diese Zunahme des Leitwertes durch eine lonenabgabe der Starke in die
wassrige Phase durch den Druck [133]. Es besteht die Mdglichkeit, dass eine Abgabe
von Amylose aus der Starke in die wassrige Phase der Grund fur den Anstieg des Leit-
wertes ist. Die Beobachtung, dass sich die wassrige Phase verdunkelt und sich ein
braunfarbener Bodensatz bildet, fihrt zu der These, dass Jod- und Amylosemolekile in
die wassrige Phase verschoben werden und dort Komplexe bilden, die zu Boden sin-
ken. Das wurde bedeuten, dass die Jodmolekule in der wassrigen Phase eine Bindung
mit Amylose eingehen. Somit sind die gebundenen Jodmolekile nicht mehr in der Lage
die verbleibende Starke im Starkekorn zu farben. Jedoch kann durch eine weitere Zu-

fuhrung von Jod das Starkekorn wieder angefarbt werden.

Es scheint, dass Kartoffelstarke nicht nur barotoleranter im Bezug auf Quellung ist,
sondern auch barotoleranter in Bezug auf Amyloseabgabe in das wassrige Medium ist.
Tapiokastarke zeigte ebenfalls kein erkennbares Quellen bei 3000 bar Uber den Zeit-
raum von 60 min, jedoch ist eine klar sichtbare Entfarbung des Jodfarbstoffes auszu-
machen. Das weist darauf hin, dass eine Amyloseausldésung vor dem eigentlichen Be-

ginn der Quellung stattfindet.

Die Ergebnisse wurden in ausfuhrlicherer Form veroffentlicht [134].

4.2.3 Phasenubergange und Kristallisationsphdnomene bei Kokosal

Wie in der chemischen bzw. mechanischen Verfahrenstechnik werden auch in der Le-
bensmittelverfahrenstechnik den Phasenubergangen eine besondere Bedeutung bei-
gemessen. Hier kommen den Phasenubergangen sowohl bei tierischen als auch bei
pflanzlichen Fetten und Olen eine bedeutende Rolle zu. Als Beispiele sind die Produkti-
on von Butter, Margarine, Schokolade, Backwaren, Speiseeis, Schmelzkase und Brot-
aufstrichen zu nennen. In all diesen Produkten beeinflussen Fette maligeblich den
Geschmack und vor allem die sensorischen Eigenschaften des Lebensmittels. Diese

Eigenschaften nehmen Einfluss auf deren Textur, Streichfahigkeit und die Konsistenz
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sowie das sogenannte Mundgefihl [135, 136]. Uber die Anwendung in der Lebensmit-
telindustrie hinaus sind Fette und Ole in der Pharma-, Kosmetik- und Chemieindustrie

von herausragender Bedeutung [137].

Ole, die im festen Zustand Fette genannt werden, zeigen beim Phaseniibergang von
flissig nach fest Kristallisationsvorgange und kristalline Strukturen ahnlich minerali-
schen Substanzen. Sie zeigen unterschiedliche, mikroskopisch unterscheidbare For-
men. Die makroskopischen Eigenschaften des Fettkristall-Netzwerkes beeinflussen
mafgeblich die physikalischen und somit sensorischen Eigenschaften von fetthaltigen
Produkten und wirken sich somit auf die mechanischen Festigkeiten im Endprodukt aus
[135].

Neben der industriellen Nutzung spielen Lipiden eine wichtige Rolle in allen biologi-
schen Systemen. Sie dienen als Speicher- und Energiebausteine oder als Isoliermateri-
al. Als Phospholipide sind sie mal3geblich am Aufbau von Zellmembranen und intrazel-
lularen Strukturen beteiligt. Die Details der makroskopischen Strukturen erlauben es,
eine Verbindung zwischen Struktur und Funktionalitadt von Fetten und Lipiden zu verste-
hen [137].

Die Effekte von Hochdruck auf Lipide und besonders auf Lipiddoppelmembranen wer-
den erst seit relativ kurzer Zeit untersucht. Als Techniken kommen ESR (Elektro-
nenspin-Sprektroskopie), Dilatometrie, Kalorimetrie, Rontgenstrahlen-Strukturanalyse,
Lichtstreuung, Raman-Spektroskopie, Neutronenbeugung, NMR (Magnetresonanz-
Spektroskopie) und Licht-Transmissionsuntersuchungen zum Einsatz [1]. Durch das
Auswerten der gewonnenen Daten erlauben diese Methoden eine ,indirekte Beobach-
tung“ der molekularen Strukturen. Die Ergebnissen lassen Ruckschlisse auf Lipid-

netzwerke und Kristallisationsvorgange zu.

Zum genaueren Verstandnis der Vorgange konnen lichtmikroskopische In-situ-
Untersuchungen beitragen. Aus der Literatur erschlief3t sich, dass die lichtmikroskopi-
sche In-situ-Analyse von druckinduzierten Phasenubergangen bei Fetten und die dabei
entstehenden Kristallnetzwerke bisher kein Gegenstand der Forschung war. Das Ziel
der vorliegenden Untersuchungen war es festzustellen, inwieweit es moglich ist, auftre-
tende Phasenubergange und Kristallisationsphanomene zu visualisieren und zu be-
schreiben. Speziell fur diese Untersuchungen wurde der Versuchsstand dahingehend
erweitert, dass aul’er dem Parameter Druck zusatzlich der Parameter Temperatur zwi-

schen Raumtemperatur und bis zu 50 °C variiert werden konnte.
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4.2.3.1 Phasentubergang durch schnelle Druckerhthung

Es zeigte sich, dass bei einer konstanten Temperatur (Ssystem = 9schmelz) €in bestimmter
Druck (pxkristan(9)) erforderlich ist, um bei einer Olprobe eine sofortige Kristallisation bzw.
Erstarrung herbeizufiihren. Wurde dieser Druck rasch erzeugt, so entstanden gemafR
Abbildung 4.7 innerhalb kurzester Zeit (wenige Sekunden) viele kleine, Uber das ge-

samte Sichtfeld verteilte Kristalle.

Die beobachteten Kristalle entstanden sowohl bei samtlichen verwendeten Kokosolpro-
ben als auch bei den im Vorfeld verwendeten Ubrigen Fetten (Kapitel 3.3.6). Die durch-
schnittliche GrolRe der Kristalle nach der Entstehung betrug 8 + 4 ym. Auffallend war,

dass die Kristalle scheinbar doppelbrechende Eigenschaften aufwiesen.

Wurde der Druck nach Anlegen auf pkrstan(3) unverandert belassen, so stieg die Kris-
tallanzahl rasch an, bis durch die ansteigende Kristalldichte das Gesichtsfeld verdunkelt
wurde. Dies ist in Abbildung 4.7 unten schematisch dargestellt. Ab einer bestimmten
Kristalldichte schienen sich die Einzellkristalle zu einem Gesamtgeflige zu verbinden,
worauf sich die Verdunkelung weiter verstarkte, bis es zum vollstandigen Verlust der

Transparenz kam.

60 um
[——l

Abbildung 4.7: Kristallentstehung nach dem Anlegen des erforderlichen Kristallisationsdruckes.
Kokosol (Walter-Rau) bei Ssysiem = 35 °C und piiistai(35 °C) = 1650 bar. Oben: Aufnahmen nach
Erreichen von piistan(35 °C) . Die Angaben in den Bildern haben die Einheit Sekunden. Die
Aufnahmen wurden mit dem N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 im Durchlicht gemacht.
Unten: Schematische Darstellung der Beobachtungen.



Ergebnisse und Diskussion 111

Nach dem vollstandigen Erstarren einer Probe kann durch Druckreduzierung der Druck
ermittelt werden, bei dem bei der Probe das Schmelzen einsetzt. Die dazu bendtigte
Druckreduzierung soll als Apg bezeichnet werden. Der Druck, bei dem die Probe

schmilzt, wird als pschmelz(3) bezeichnet.

Bereits bei Dricken oberhalb von pscmeiz(3) begann sich das Sichtfeld aufzuhellen,
jedoch ohne erkennbare Einzellkristalle. Bei pschmeiz(9) war die Probe wieder im fllssi-
gen Zustand (Abbildung 4.8). Bei diesem Schmelzvorgang konnten keine einzelnen
Kristalle beobachtet werden, sondern ein Aufldsen des erstarten Gefliges. Das Sichtfeld
wurde stetig heller bis letztendlich die gleiche Helligkeit wie vor der Erstarrung erreicht
war. Als zusatzliche Kontrolle, Uber die Verflussigung der Probe, konnte die leichte

Bewegung der zugegebenen Diatomeen herangezogen werden.

p=1250bar;t=0 p =800 bar; t =60 ' p = 600 bar; t = 90

.~ p=2300bar;t=180
60 um
—

Abbildung 4.8: Schmelzvorgang bei 3 = 30 °C von zuvor bei pkistai(30 °C) = 1250 bar erstarrtem
Kokosdl (Walter-Rau). Die Zeitangaben haben die Einheit Sekunden. Die Aufnahmen wurden
mit dem N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 im Durchlicht gemacht.

Um einen Vergleich zwischen Kristallen zu haben, die durch eine Druckapplikation
gebildet werden und Kristallen, die durch eine Temperaturreduzierung bei atmosphari-
schem Druck entstehen, wurden weitere Versuche durchgefihrt. Dazu wurden identi-
sche Proben eingeschmolzen und in der Sichtzelle bei Atmospharendruck durch Eis-
wasser herabgekuhlt. Die beobachtete Kristallbildung wich erheblich von der einer
druckinduzierten ab. Zunachst entstanden sehr wenige Kristallkeime, die dann kontinu-

ierlich anwuchsen und im Zeitraum von Minuten gréRer wurden. Es bildeten sich nadel-
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formige Strukturen, die nach langerer Zeit den gesamten Sichtbereich bedeckten.

Abbildung 4.9 zeigt die Entstehung der auch als Dendriten bezeichneten Kristalle.

t=i0 " t= 1101

Abbildung 4.9: Durch Herabkiihlen entstandene Kristalle von Kokosdl (Walter-Rau) bei atmo-
spharischem Druck. Die Zeitangaben haben die Einheit Sekunden. Die Aufnahmen wurden mit
dem N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 im Durchlicht gemacht.

Es lasst sich folglich aus diesen Beobachtungen schliel3en, dass bei Punkten bestimm-
ter Temperatur bzw. bestimmten Druckes das Fett entweder fllissig (bei Druckerho-
hung) oder fest sein kann (bei Druckreduzierung). Diese Hystereseerscheinung ist in
Abbildung 4.10 anhand einer Probe Fluka-Kokosfett deutlich zu erkennen. Die obere
Kurve (Kristallisationslinie) ergibt sich aus den Mittelwerten der Dricke, die bendtigt
werden, um bei den gegebenen Temperaturen die Probe innerhalb von 10 s erstarren
zu lassen. Die untere Kurve (Schmelzlinie) beschreibt die Mittelwerte der notwendigen
Dricke, um diese vollstandig erstarrte Probe wieder zu verflussigen. Die Punkte stellen
die Mittelwerte aus drei Versuchen (Dreifachbestimmung) dar, sie sind mit Vertrauens-

intervallen (95 %) versehen.

Beide Kurven scheinen einen linearen Verlauf zu haben. Die durchschnittliche Druckdif-
ferenz zwischen den beiden Linien betragt Ap = 986,4 bar mit einer Standardabwei-
chung von 26,7 bar. Unterhalb von 9 =25 °C wird die Probe bereits bei Normaldruck
fest, oberhalb von 3 =50 °C wurden anlagenbedingt keine Versuche durchgefuhrt.
Interessant ist, dass die Kristallisationskurve bei ca. 1000 bar beginnt und nicht etwa bei
1 bar. Die Schmelzlinie hingegen schneidet die Temperaturachse bei ca. 3 = 25 °C und
p = 1 bar. Wird mit Hilfe der mittleren quadratischen Abweichung eine Linie durch die

Messwerte gelegt, kdnnen die folgenden beiden Geradengleichungen ermittelt werden:

bar
Pristan ($) = 72,8% -9—919bar Gleichung 4.1
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bar
Pschmerz ($) = 72,8¥ -9—1812bar Gleichung 4.2

Die Gleichungen gelten fur den untersuchten Temperaturbereich 25 °C < 3§ <50 °C.

Bei 9 =25°C ist der Schmelzpunkt von Fluka-Kokosfett erreicht. Unterhalb dieser
Temperatur wird die Probe bei Atmospharendruck fest. Liegt es bei 25 °C in der flussi-

gen Form vor, so sind ca. 1000 bar nétig, um die flissige Probe zu kristallisieren.

Die Temperatur-Druck-Diagramme flr Tropicai- und Walter-Rau-Kokosfett unterschie-
den sich nur geringfugig von der Fluka-Probe. Sie sind im Anhang (Kapitel 8.2) darge-
stellt. Die Geradengleichungen der Kristallisationslinie und der Schmelzlinie laufen auch
bei diesen Proben parallel zueinander. Der Geradenverlauf ist bei der Tropicai-Probe

geringfligig steiler und bei der Walter-Rau-Probe etwas flacher als bei der Fluka-Probe.

2500 /
KristallisationV

2000 /

1500 /

I/Q/Q;:hmelzlinie

1000 ¥ /I_

500 /

0 1 T T

25 30 35

20

3000

Druck [bar]

40 45 50 55

Temperatur [°C]
Abbildung 4.10: Darstellung der Kristallisations- und Schmelzlinie von Fluka-Kokosfett im Tem-

peratur-Druck-Diagramm. Die Mittelwerte mit Vertrauensintervallen (95 %) wurden aus drei
Messwerten errechnet.

4.2.3.2 Untersuchungen im Gebiet zwischen der Kristallisations- und der

Schmelzlinie

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass fur jede Temperatur oberhalb des
Schmelzpunktes der Probe der Druck pkristan(9) bendtigt wird, um innerhalb der Zeit-
spanne von t < 10 s bei einer flussigen Proben die Kristallisation einzuleiten. Der Druck,
bei dem die Proben sich wieder verflissigte, ist wesentlich geringer. Hier stellte sich die

Frage, was geschieht, wenn eine fliissige Probe auf einen Druck zwischen piistai(93)
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und pschmeiz(3) gebracht wird? Die Versuche ergaben, das nach Wartezeit in diesem
Zwischenbereich Kristallbildung zu beobachten war. Je nach Temperatur bzw. Druck

konnten die Kristalle funf visuell unterscheidbare Formen.

Bei den durchgefuhrten Messreihen wurden bei verschiedenen Temperaturen die flus-
sigen Proben auf Dricke zwischen piristan(9) und pschmeiz(9) temperiert und so lange auf
dem jeweiligen Druck belassen, bis die Kristallisation einsetzte. Dabei wurde die Zeit

gemessen, bis erste Kristallbildung zu beobachten war.

Abbildung 4.11 zeigt die Ergebnisse der Probe Walter-Rau-Kokosfett bei 9 = 30 °C. Im
Diagramm ist zu erkennen, dass fur eine gegebene Temperatur im Bereich zwischen
Pkristall(3) und pschmeiz(3) die Zeitdauer bis zum Einsetzen der Kristallisation vom gewahl-
ten Druck abhangt. Die senkrechten Linien grenzen funf Bereiche voneinander ab, in
denen jeweils eine andere beobachtete Kristallform vorliegt. Die funf verschiedenen
Kristallformen wurden als A-, B1-, B2-, C- und D-Form bezeichnet. Die Abgrenzungen
zwischen den Bereichen sind qualitativ gewahlt und kdnnten nur durch eine Vielzahl

von Versuchen exakt bestimmt werden.

1000 A

Druck [bar]

400 1.
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Abbildung 4.11: Zeit-Druck-Diagramm der Probe Walter-Rau-Kokosél bei 3 = 30 °C. Die senk-
rechten Linien grenzen die Bereiche der verschiedenen Kristallformen ab.

o
-
o

Die obere waagrechte Linie stellt die Grenze dar, unter der innerhalb eines Zeitraumes

von 120 min keine Kristallisation festzustellen war. Die untere waagrechte Linie zeigt
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den Druck auf, der bei der gewahlten Temperatur unterschritten werden muss, um die

Probe innerhalb von 10 s komplett zu schmelzen.

Beginnend oben links, tritt als erste Kristallmodifikation die A-Form auf. Sie entsteht
durch Anlegen von Drucken p 2 pkrstaif(3) und im Bereich sehr nahe unterhalb
Pkristall(3) . Diese Form im Bereich t < 3 min entspricht den Kristallen, wie sie im vorheri-
gen Kapitel bereits besprochen wurden. Weiter rechts im Bereich der B1-Form flacht die
Kurve etwas ab und geht dann bis weit in den B2-Bereich steil nach unten weiter. Die

Kurve flacht erneut ab und durchschreitet den C- und D-Bereich.

Abbildung 4.12 gibt die Ergebnisse mehrerer Untersuchungen an der Probe Walter-Rau
an. Die Kurven stellen Ergebnisse der Temperaturen zwischen 27,5 bis 40,0 °C dar.
Das Diagramm ist ebenfalls zusatzlich durch gestrichelte Linien (qualitativ) in die bereits
beschriebenen flunf Bereiche unterteilt. Die Flachen geben auch in diesem Diagramm

Bereiche gleicher Kristallbildungen an.
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Abbildung 4.12: Zeit-Druck-Diagramm von Probe Walter-Rau-Kokosdl bei verschiedenen Tem-
peraturen.

Die B-Form zeichnet sich dadurch aus, dass keine direkten Kristalle oder Kristallkeime
beobachtbar sind. Nach der bendtigten Zeit entsteht im Sichtfeld eine Art Kristallnetz-

werk. Dieses geflechtartige Netzwerk wird mit der Zeit dichter und verdunkelt schlie3lich
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das Sichtfeld. Bei Temperaturen unterhalb 35 °C lassen sich die Kristalle der B-Form

zusatzlich in zwei visuell unterscheidbare Unterformen B1 und B2 unterteilen.

Abbildung 4.13 zeigt die Form B1. Sie scheint geordneter zu wachsen als die B2-Form
(Abbildung 4.14) und entsteht punktueller.

12 Min.

60 um

Abbildung 4.13: Kristalle der B1-Form entstehen in der Probe Kokosdl-Walter-Rau nach Anle-
gen des Druckes p = 1000 bar bei 9 =32,5 °C. Die Aufnahmen wurden im Hellfeld mit dem
Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht

Die Kristalle der C-Form wuchsen nach der Entstehung an vereinzelten Kristallisations-
keimen. Sie bildeten gleichmalige spharische Strukturen, die aus vielen kleinen Nadeln
bestehen. Der Durchmesser dieser sogenannten Spharulite wuchs mit zunehmender
Zeit an, bis verschiedene Spharulite zusammenwachsen und schlieRlich das gesamte
Sichtfeld bedeckten. Es war zu beobachten, dass bei niedrigeren Driicken weniger,
aber daflr groRere nadelféormig Kristalle wachsen als bei hdheren Dricken. In
Abbildung 4.15 sind mehrere, kleinere Spharulite zu erkennen, wie sie bei héheren
Dricken entstehen. Abbildung 4.16 lasst erkennen, dass nur wenige, grof3e Kristalle

wachsen (niedrigere Driicke).
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Abbildung 4.14: Kristalle der B2-Form entstehen in der Probe Kokosdél-Walter-Rau nach Anle-
gen des Druckes p = 1200 bar bei 3 = 35,0 °C. Die Aufnahmen wurden im Hellfeld mit dem
Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht

Abbildung 4.15: Kristalle der C-Form entstehen in der Probe Kokosoél-Walter-Rau nach Anlegen
des Kiristallisationsdruckes p = 900 bar bei 9 = 32,5 °C. Die Aufnahmen wurden im Hellfeld mit
dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht
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Abbildung 4.16: Kristalle der C-Form entstehen in der Probe Kokosoél-Walter-Rau nach Anlegen
des Kiristallisationsdruckes p = 600 bar bei 3 = 30,0 °C. Die Aufnahmen wurden im Hellfeld mit

dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht

Die beobachte D-Form entsprach den durch Unterkthlen bei Atmospharendruck ent-

standenen Kristallen, die in der Literatur als Dendriten bezeichnet werden. Sie wiesen

grole Kristallformen auf, die sehr langsam wachsen und nur bei sehr niedrigen Drucken

und langen Haltezeiten entstehen (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Kristalle der D-Form entstehen in der Probe Kokosoél-Walter-Rau nach Anle-
gen des Kiristallisationsdruckes p = 500 bar bei 8 = 30,0 °C. Die Aufnahmen wurden im Hell-

feld mit dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht.
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Beim Unterschreiten des Schmelzdruckes pschmelz(9) verhielten sich die Kristalle der A-
und B-Form abweichend zu den restlichen beiden Kristallformen. Die Kristalle der A-
und B-Form verflissigten sich beim Erreichen von pschmelz(3) augenblicklich, was durch
eine eintretende Aufhellung des Sichtbereiches gut beobachtbar war. Die Kristalle der
C- und D-Form hingegen schmolzen nach Erreichen von pschmelz(8) erheblich langsa-

mer, was durch eine nur langsame Aufhellung des Sichtfeldes erkannt werden konnte.

4.3 Beobachtung von Praparaten mit ausgepragten Farberscheinungen im
Durchlicht

4.3.1 Untersuchung von Grunalgen (Spirogyra) unter dem Einfluss von Hoch-
druck

Bis dato wurden noch keine Hochdruckuntersuchungen an der Grunalge Spirogyra
durchgefuhrt. Somit waren auch kein Anhaltspunkt dariber bekannt, bei welchem Druck
erste Veranderungen an diesen Grinalgen auftreten. Durch Voruntersuchung in Druck-
erhéhungsschritten von 100 bar wurde festgestellt, in welchem Druckbereich erste
morphologische Veranderungen stattfinden. Interessanterweise stellte sich heraus,
dass beide untersuchten Typen bei einem Druck von ca. 550 bar beginnen, ihre Mor-
phologie zu andern. Ab einem Druck von 1200 bar wurden alle beobachteten Zellen von
diesen Veranderungen erfasst. Im Gebiet zwischen diesen beiden Dricken nahm die
Zahl der Zellen, welche Veranderungen durchlaufen, und auch die Geschwindigkeit der
Zellveranderung mit steigendem Druck zu. Die erste Erkenntnis war, dass sich beide
Typen im gleichen Male sensibel gegenlber Druck verhalten. Die Art der morphologi-

schen Veranderungen war jedoch bei den beiden Typen grundlegend verschieden.

Typ I: Unter dem Einfluss des Hochdruckes begannen sich die Chloroplastenbander
zwischen den Pyrenoiden mehr und mehr einzuschniren (Abbildung 4.18). Einige Zeit
spater trennten sich die Chloroplastenbander an einigen der Einschnurstellen auf und
wurden zu runden Chloroplastenzellen. Es schien, als ob diese von einer geschlosse-
nen Membran umgeben waren. Im Innern der Zellen befanden sich die Pyrenoide. Wa-
ren die Zellen in diesem Stadium angekommen, veranderten diese ihr Aussehen nicht
mehr. Auch eine Druckreduzierung auf atmosphérischen Druck ergab keine Anderung

an der Morphologie der Zellen.
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Abbildung 4.18: Beobachtung einer Spirogyra-Zelle (Typ 1) unter Einfluss von Hochdruck. Links:
Die Aufnahmen wurden im Hellfeld mit dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9
gemacht. Die urspringlich farbige Aufnahme wurde in ein Graustufenbild umgewandelt. a) Die
Zelle bei atmospharischem Druck vor der Druckapplikation. b) Dieselbe Zelle nach 5 min bei
einem Druck von 1200 bar. c) Dieselbe Zelle nach 9 min bei einem Druck von 1200 bar. Rechts:
Schematische Darstellung der Veranderungen einer Zelle (Typ 1) mit Benennung der erkennba-
ren Organellen.

50 pm
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Abbildung 4.19: Beobachtung einer Spirogyra-Zelle (Typ Il) unter Einfluss von Hochdruck.
Links: Die Aufnahme wurde im Hellfeld mit dem Objektiv N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-
2/C 3.2-1.9 gemacht. Die urspringlich farbige Aufnahme wurde in ein Graustufenbild umge-
wandelt. a) Die Zelle bei atmospharischem Druck vor der Druckapplikation. b) Dieselbe Zelle
nach 6 min bei einem Druck von 1000 bar. c) Dieselbe Zelle nach 13 min bei einem Druck von
1000 bar. Rechts: Schematische Darstellung der Veranderungen einer Zelle (Typ Il) mit Benen-
nung der erkennbaren Organellen.

Typ II: Nach Anlegen von Druck begann sich das Chloroplastenband zusammenzuzie-
hen (Abbildung 4.19). Ein Einschnuren des Chloroplastenbandes war hier nicht zu beo-
bachten. Wahrend der Kontraktion des Chloroplastenbandes |6ste sich die Protoplas-
mamembran von der Zellwand. In einem spateren Stadium war das Chloroplastenband

vollstandig zusammengeballt und dicht von der Protoplasmamembran umgeben. Waren
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auch hier die Zellen in diesem Stadium angekommen, veranderten diese ihr Aussehen
unter Druck nicht mehr. Nach der Druckreduzierung auf atmosphéarischen Druck waren

auch hier keine morphologischen Anderungen zu beobachten.

Bei beiden Zelltypen konnte wahrend der Druckapplikation keine farblichen Verande-

rungen beobachtet werden.

Mit der Abbildung 4.20 soll verdeutlicht werden, dass die farbliche Qualitat der Bilder,
die mit der Anlage gewonnen wurden, hervorragend ist. Die Farben erscheinen kraftig
und nicht verwaschen. Um die Objekte sind keinerlei Farbsdume zu erkennen. Das
weist darauf hin, dass die Korrektur der Objektive auf chromatische Aberration durch
die aus Saphir bestehenden Fenster nicht auf ein sichtbares Mal} verandert wird. Eben-
falls ist deutlich zu erkennen, dass dass Objektiv mit der héheren Apertur zwar ein Bild
mit hoherer optischen Auflosung liefert, die Abbildungstiefe jedoch fur das Objektiv mit

geringerer Apertur hdher ist.

Abbildung 4.20: Aufnahmen zur Verdeutlichung der farblichen Qualitédt der erzielten Bilder.
Links: Zelle des Typs Il. Die Aufnahme wurde im Hellfeld mit dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55
Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht. Rechts: Zelle des Typs | mit einer Rotalgenzelle. Die Auf-
nahme wurde im Hellfeld mit dem Objektiv N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 ge-
macht.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden in ausfuhrlicherer Form in der Zeitschrift

,Cellular and Molecular Biology“ veroffentlicht [138].

4.3.2 Beobachtung von Schizosaccharomyces pombe unter dem Einfluss von
Hochdruck

Um die Abtotungskinetiken von Mikroorganismen mittels eines mikroskopischen Bildes
erfassen zu konnen, werden klare Aussagen daruber bendtigt, ob eine Zelle lebt oder
tot ist. Eine Moglichkeit hierfur sind die sogenannten Lebend-tot-Farbeverfahren. Diese
Farbeverfahren werden unter atmospharischem Druck bereits seit Jahrzehnten ange-
wandt. Zu den bekanntesten Lebend-tot-Farbstoffen bei Hefezellen zahlen Methy-
lenblau, Methylgrin, Trypanblau und Eosin Y. Was diese Farbstoffe gemein haben, ist
ihre Unfahigkeit, durch intakte Zellwande lebender Hefezellen zu permeieren, weshalb
lebende Hefezellen im Gegensatz zu toten Hefezellen durch diese Farbstoffe nicht
gefarbt werden. Ob diese Farbstoffe bzw. diese Farbeverfahren auch unter Hochdruck
funktionieren, war bis dato noch weitgehend unbekannt. Welche Auswirkungen der
Umgebungsdruck auf die Farbstoff-Zellkomponenten-Bindung besitzt, konnte bisher
ebenfalls nur weitestgehend angenommen werden, da noch nicht hinreichend auswert-
bare Untersuchungen auf diesem Gebiet durchgeflhrt wurden. Aus diesem Grund sollte
bei folgenden Untersuchungen herausgefunden werden, ob solche Farbemethoden
generell in der Hochdruckmikroskopie erfolgreich eingesetzt werden konnen. Als Mo-

dellorganismus wurde mit der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe experimentiert.

4.3.2.1 Visuelle Darstellung der druckbedingten Farbung von Schizosaccharo-

myces pombe

Abbildung 4.21 zeigt ausgesuchte Bilder von einer Untersuchung mit dem Farbstoff
Eosin Y. Zu Beginn jeden Versuchsdurchlaufs waren bei Atmospharendruck im Ge-
sichtsfeld bereits einige gefarbte Zellen zu erkennen. Diese gefarbten Zellen haben
aufgrund naturlicher Faktoren ihre Lebensfahigkeit verloren und sind durch die verwen-
deten Farbstoffe bereits vor der Druckapplikation gefarbt. Mit zunehmender Druckerho-
hung kam es zu einer langsam ansteigenden Zahl gefarbter Zellen bis etwa 2000 bar.
Ab einem Druck von 2500 bar kann bereits erkannt werden, dass sich nun mehr und
mehr Zellen anfarbten. Bei einem Druck von 3000 bar/45 min ergab die visuelle Begut-

achtung, dass nun die Zellenfarbung weitestgehend abgeschlossen ist.



Ergebnisse und Diskussion 123

3000 bar, 45 min 3000 bar 60 mln 1 bar 90 m|n

Abbildung 4.21: Ein Probengemisch aus Schizosaccharomyces pombe und Eosin Y unter dem
Einfluss des Hochdrucks. Die Bilder sind im Hellfeld im Durchlicht mit dem Objektiv N PLAN L
40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 gemacht worden.

Die noch folgende Druckapplikation scheint nur noch minimale Auswirkungen auf das

Endresultat zu haben. Nahezu identische Ergebnisse erhielt man mit den drei weiteren
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Farbstoffen (Anhang, Kapitel 8.5-8.9). Die Abbildung 4.21 zeigt, dass die Methode unter
Hochdruck sehr gute Resultate liefert und sowohl die gefarbten als auch die ungefarb-
ten Zellen leicht zu unterscheiden sind. Bei allen Versuchsreihen verlief die Druckappli-
kation bei Raumtemperatur und immer nach dem selben Druckprogramm (Kapitel
3.3.7.4) ab.

Da die Farbstofflosung wahrend der Druckapplikation immer starker nachdunkelten,
wurde wahrend den Untersuchungen regelmallig ein Farbabgleich mit dem Hintergrund

durchgefuhrt, um einen gleichbleibenden Kontrast zu erhalten.

4.3.2.2 Grafische Darstellung der druckbedingten Farbung von

Schizosaccharomyces pombe

Um die Absterbekinetiken wahrend der Druckapplikation zu dokumentieren, wurden die
Zellen auf den Bildern ausgezahlt. Abbildung 4.22 zeigt das Diagramm mit den Ergeb-
nissen fur den Farbstoff Eosin Y. Es gibt die Anzahl der lebenden Zellen (ungefarbten

Zellen) in Abhangigkeit von Druck und Zeit wider.
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Abbildung 4.22: Druckbedingte Abnahme der Anzahl ungefarbter Zellen fur den Farbstoff Eo-
sin Y in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Die drei gekrimmten Kurven stellen je einen
Versuch dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an.

Da die Zahl der lebenden Zellen zu Anfang jeder Druckapplikation bei jedem Versuch
stark differierte und somit sich eine Diskussion der Ergebnisse als schwierig gestaltete,

wurden die absoluten Ergebnisse in relative umgerechnet. Daflir wurde die Anzahl der
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lebenden Zellen pro Bild vor der Druckapplikation als 100 % angesetzt. Abbildung 4.23
oben zeigt die relativen Ergebnisse der Versuche mit Eosin Y.
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Abbildung 4.23: Druckbedingte Abnahme ungefarbter Zellen flir den Farbstoff Eosin Y in Ab-
hangigkeit vom Druck und der Zeit (relativ). Oben: Ergebnisse der einzelnen Versuche. Die drei
gekrimmten Kurven stellen je ein Versuchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen
Druck an. Unten: Mittelwerte aus den drei Versuchen mit Vertrauensintervallen (95 %).

Durch die relative Darstellung der Ergebnisse lasst sich der Verlauf der druckbedingten
Farbung der Zellen in vier Teilabschnitte gliedern. Bis zu einem Druck von ca. 2000 bar
(20 min) nimmt die Anzahl ungefarbter Zellen nur sehr leicht ab. Erste vereinzelte Zellen
beginnen sich anzufarben. Im Bereich zwischen 2000 bar (20 min) und 3000 bar
(45 min) sinkt die Anzahl ungefarbter Zellen rapide. In diesem Bereich liegt die hochste
Absterberate. Danach nimmt die Anzahl der lebenden Zellen nur noch leicht ab, bis

nach 60 min (3000 bar) nahezu kein Absterben mehr beobachtet werden kann. Die
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verbleibende Anzahl ungefarbter Zellen bleibt bis zum Ende der Versuchsdurchlaufe
nahezu konstant. Nach 90 min sind je nach Versuch noch bis zu 8 % der Zellen unge-
farbt.

Das untere Diagramm in Abbildung 4.23 unten gibt die Mittelwerte aus drei Versuchen
mit Vertrauensintervallen (95 %) wieder. Die Vertrauensintervalle Uberlappen in weiten

Bereichen, was auf die geringe Zahl der durchgefuhrten Stichproben zurtckzufuhren ist.

Die Versuche mit den drei verbleibenden Farbstoffen liefern nahezu identische Werte
(Anhang, Kapitel 8.5-8.8). Dies uberrascht kaum, da alle vier Farbstoffe zur Lebend-tot-
Analyse benutzt werden und somit identische Ergebnisse liefern sollten. In Abbildung
4.24 werden die Ergebnisse von allen vier Farbstoffen zu einem gemeinsamen Mittel-
wert errechnet und mit Vertrauensintervallen (95 %) aufgetragen. Die Vertrauensinter-
valle verringern sich gegenuber Abbildung 4.23 erheblich, was auf den grofieren Um-
fang der Stichproben zurlckzufuhren ist. Die trotzdem noch vergroRerten Vertrauensin-
tervalle im Bereich zwischen 20 und 45 min sind auf den Umstand zurtckzufihren,
dass in diesem Bereich der grof3ten Absterberate in einem Messintervall von 5 min sehr
viele Farbeereignisse stattfinden. Die Ereignisse werden bereits durch geringste Unter-
schiede im Probenmaterial bzw. der Versuchskonstellation mal dem einen und mal dem

anderen Intervall zugeordnet.
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Abbildung 4.24: Druckbedingte Abnahme ungefarbter Zellen in Abhangigkeit vom Druck und der
Zeit (relativ). Die Mittelwerte und Vertrauensintervalle (95 %) wurden aus zwdlf Stichproben
errechnet.
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4.3.2.3 Grafische Darstellung der druckbedingten Reduzierung der Projektions-

flache von Schizosaccharomyces pombe

Neben der besprochenen Farbung der Zellen von Schizosaccharomyces pombe kommt
es wahrend der Versuchsdurchfihrung zu einer erkennbaren Verringerung der Projekti-
onsflache der sich anfarbenden Zellen. Durch manuelles Markieren der Rander der
Zellen zu den untersuchten Zeitpunkten der Versuchsdurchfuhrung lassen sich ihre
Projektionsflache mit der verwendeten Bildanalysesoftware bestimmen. Abbildung 4.25
zeigt das Ergebnis von vier Hefezellen Uber die gesamte Dauer der Druckapplikation.
Die Ergebnisse der drei verbleibenden Farbstoffe sind im Anhang (Kapitel 8.9-8.12) zu
finden. Sie unterschieden sich nicht merklich von den Versuchsergebnissen unter Ver-
wendung von Methylenblau. Drei der gezeigten Zellen erfuhren wahrend der Druckap-
plikation eine Anfarbung. Genau diese drei Zellen zeigten auch eine detektierbare Ver-

anderung der Projektionsflachen.

Die Veranderung der Projektionsflachen kann in vier Bereiche unterteilt werden. Im
ersten Bereich bis ca. 30-40 min (entspricht einem Druck von 2500-3000 bar) verander-
te sich die Projektionsflache der Zellen nicht bzw. kaum. Im daran anschlieRenden
zweiten Bereich, der bis ca. 40-50 min (3000 bar) reicht, verringerte sich die Projekti-
onsflache der angefarbten Zellen um 10-25 %. Diese Verringerung der Projektionsfla-
che wurde bei den meisten Zellen innerhalb von 5-15 min beobachtet, wobei der grofite
Teil der Flachenverringerung in den ersten 5 min stattfand. Im darauffolgenden dritten
Bereich, der bis ca. 75-80 min reicht (1500-1000 bar), veranderte sich die Projektions-
flache der Zellen abgesehen von einigen Schwankungen, kaum. Im vierten und letzten
Bereich, der bis zum Ende der Druckapplikation reicht, vergroRerte sich die Projektions-
flache der Zellen um ca. 2-5 %. Die Auswertung der Daten hat zudem gezeigt, dass
sich die Veranderung der Projektionsflache genau dann ereignete, wenn sich die Zelle
anfarbte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass in dem Moment, in dem die
Membran durch den Einfluss des Druckes Schaden erlitt, Farbstoff in die Zelle eindrin-
gen konnte. Des Weiteren verlor die Zelle insgesamt an Substanz, was durch die Ver-
ringerung der Projektionsflache erkannt werden konnte. Ahnliche, jedoch weniger prazi-
se Ergebnisse erhielten Perrier-Cornet bei der Untersuchung von Saccharomycopsis
fibuligera [32].

Die gestrichelte Linie im Diagramm zeigt eine Zelle, die wahrend der gesamten Druck-

applikation nicht angefarbt wurde. Sie erleidet keinen detektierbaren Projektionsfla-
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chenverlust. Daraus kann geschlossen werden, dass die Zellmembran Uber die Ge-
samtdauer der Druckapplikation nicht oder zumindest nicht in der Form verandert wur-

de, dass Farbstoff in die Zelle bzw. Substanz aus der Zelle treten konnte.
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Abbildung 4.25: Druckbedingte Abnahme der Projektionsflache ungefarbter bzw. gefarbter
Zellen in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Oben: absolute Werte; unten: relative Werte.
Das Diagramm zeigt die Ergebnisse der Versuche mit dem Farbstoff Methylenblau. Die drei
gekrummten, durchgezogen gezeichneten Kurven stellen je einen Versuchsergebnis fur ange-
farbte Zellen dar. Die gestrichelte Linie zeigt den Verlauf einer ungefarbten Zelle. Die funfte
Kurve zeigt den jeweiligen Druck an.

Die Bildung von Mittelwerten bzw. Vertrauensintervallen der Projektionsflachen aus
allen vermessenen Zellen fuhrt zu unbefriedigenden Ergebnissen, da der Beginn bzw.
das Ende der Projektionsflachenverringerung bei den Zellen zu verschiedenen Zeiten
erfolgte. Um festzustellen, ob die Grolle der Flachenabnahme signifikant ist und in

welchem Zeitraum die Flachenverringerung passierte, wurden jeweils funf Zellen ver-
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messen, die zum selben Zeitpunkt angefarbt bzw. die zur selben Zeit eine Projektions-

flachenverringerung erfuhren.
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Abbildung 4.26: Mittelwerte (n = 5) und Vertrauensintervalle (95 %) der druckbedingten Abnah-
me der Projektionsflache gefarbter Zellen in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Oberes
Diagramm: Beginn der Projektionsflachenverringerung nach 30 min. Mittleres Diagramm: Be-
ginn der Projektionsflachenverringerung nach 35 min. Unteres Diagramm: Beginn der Projekti-
onsflachenverringerung nach 40 min.
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Abbildung 4.26 zeigt die Ergebnisse fir Zellen die entweder nach 30, 35 oder 40 min
eine Projektionsflachenverringerung erfuhren. Es ist in allen drei Diagrammen deutlich
zu sehen, dass die Verringerung der Projektionsflache innerhalb von 5 bis 10 min abge-

schlossen ist und, dass die Flachenverringerung ca. 15 % betragt.

Um zu Uberprifen, ob die VolumenvergroRerung gegen Ende der Druckapplikation
signifikant ist, wurden aus der Gesamtzahl der 15 vermessenen Zellen die Mittelwerte
und die Vertrauensintervalle (95 %) bestimmt. Abbildung 4.27 zeigt, dass zwischen der
60. Minute (3000 bar, 83,1 %) und 90. Minute (1 bar, 87,3 %) ein signifikanter Unter-
schied von ca. 4 % (4,2 %) besteht. Die Volumenreduzierung von Wasser belauft sich
auf ca. 10 % bei 3000 bar gegenuber atmospharischem Druck [139]. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass die Volumen- bzw. ProjektionsflachenvergroRerung auf-

grund der Kompressibilitat der Zellenbestandteile zustande kommt.
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Abbildung 4.27: Druckbedingte Zunahme der Projektionsflache gefarbter Zellen in Abhangigkeit
vom Druck und der Zeit gegen Ende der Druckapplikation. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte
aus 15 vermessenen Zellen und deren Vertrauensintervalle (95 %).
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4.4 Beobachtung von Praparaten mit ausgepragten Farberscheinungen im
Auflicht

4.4.1 Untersuchungen zur Membranschadigung an Raji-Zellen mit Hilfe von

Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie

In der Vergangenheit lagen die Hochdruckanwendungen hauptsachlich im Bereich der
Lebensmittelverfahrenstechnik. In den letzten Jahren zeigte sich jedoch mehr und mehr

Interesse aus anderen Industriezweigen und Forschungsbereichen.

Die folgenden Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Benjamin Frey
vom Lehrstuhl fur Energie- und Umwelttechnik der Lebensmittelindustrie/TU-Munchen
und Herrn PD Dr. rer. nat. Dr. med. Martin Herrmann vom Institut fir Klinische Immuno-
logie und Rheumatologie der Medizinischen Klinik 1l der Friedrich-Alexander-
Universitat/Erlangen-Nurnberg durchgefuhrt. Im Rahmen der Zusammenarbeit wurde
das System, dass bis dato ausschlieBlich im Durchlicht im Hellfeld und im Phasenkon-
trast eingesetzt wurde in der Art umgebaut, dass mit Fluoreszenz im Auflicht gearbeitet
werden konnte. Die Anpassung der HPDS-3000-Hochdruckzelle an die Fluoreszenz-
mikroskopie stellt eine erhebliche Erweiterung des Anwendungsbereiches der Hoch-
druckmikroskopie dar. Zudem ermdoglicht diese Adaption zum ersten Mal eine fluores-
zenzmikroskopische In-situ-Analyse unter Hochdruck (Kapitel 3.2.2). Noch im Jahre
2001 wurde von erfolglosen Versuchen berichtet, ein System fur fluoreszenzmikrosko-

pische In-situ-Beobachtungen unter Hochdruck zu konstruieren [90].

Fir die fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden Raji-Zellen ausgewahlt (Kapitel
3.3.8). In den ersten Versuchen wurde zur Visualisierung des Membrandurchbruchs in
den Raji-Zellen der membranundurchlassige Farbstoff Pl gewahlt. Bei der Druckbe-
handlung wurde der Druck mit einer Geschwindigkeit von 9 bar/s erhoht. Bei 3000 bar
angekommen wurde dieser Druck fur 600 s gehalten. AnschlieRend wurde der Druck
mit einer Geschwindigkeit von 9 bar/s auf atmospharischen Druck reduziert. Die
Abbildung 4.28 zeigt ausgewahlte Fluoreszenz- bzw. Phasenkontrastbilder der Druck-
applikation. Bereits vor der Druckbehandlung zeigten einige Zellen ein PI-Signal, was
auf eine nekrotische Zelle hindeutet. Bild A stellt das identische Gesichtsfeld im Pha-
senkontrast dar. Die Zellen werden scharf abgebildet und selbst Zellorganellen wie

Zellkerne sind zu erkennen. Bild B zeigt wiederum dieses Gesichtsfeld nach der Druck-
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applikation. Die zuvor kontrastreichen Zellen mit scharfer Umrandung erscheinen nun

erheblich kontrastschwacher und mit diffuser Zytoplasmamembran.

1 bar 500 bar 1000 bar 1500 bar

2500 bar 3000 bar 3000 bar/300 s

2000 bar

3000 bar/600 s

e

Abbildung 4.28: PI-Permeabilitdt von Raiji-Zellen wahrend der Druckapplikation. Die farbigen
Originalbilder wurden in Grauwertbilder umgewandelt. Die oberen drei Reihen zeigen PI-
Fluoreszenzbilder der Zellen wahrend der Druckapplikation (Bildbreite entspricht 210 pm). A
zeigt die Zellen vor der Hochdruckapplikation im Phasenkontrast. B zeigt dieselben Zellen nach
der Druckapplikation im Phasenkontrast im Durchlicht. C zeigt die starke NachvergréRerung der
markierten Zelle aus Bild 3000 bar/600 s. D zeigt dieselbe Zelle im Phasenkontrast im Durch-
licht. Die Bilder sind mit dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 aufgenom-
men worden. [140]

Die fluoreszenzmikroskopische Analysen der Zellen wahrend der Druckbehandlung
lassen erkennen, dass bis zu einem Druck von 1500 bar keine weiteren Zellen ein posi-

tives PI-Signal zeigen. Zwischen 1500 und 3000 bar verlieren einige Zellen ihre Integri-

tat der Zytoplasmamembran und werden permeabel fur den Farbstoff. Wenn ein Druck
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von 3000 bar erreicht ist, zeigt der uberwiegende Teil der Zellen noch kein Fluores-
zenzsignal, d. h. die Zytoplasmamembran ist noch nicht zerstort. Wahrend der Halte-
phase auf diesem Druckniveau werden die Zellen jedoch nach und nach PIl-positiv.
Nach 300 s ist bereits ein Grolteil der Zellen permeabilisiert. Alle Zellen haben die
Integritat der Zytoplasmamembran verloren und sind nekrotisch. In C ist die in diesem
Bild markierte Zelle stark nachvergroRert dargestellt. In D ist dieselbe Zelle im Phasen-
kontrast zu sehen. Die VergroRerungen deutet zusatzlich auf die Leistungsfahigkeit der
HPDS-3000-Hochdruckzelle in der Fluoreszenzmikroskopie hin, da nicht nur ein positi-

ves Signal sichtbar wird, sondern die Kompartimentierung zu erkennen ist.

4.4.2 Anreicherung von Hoechst 33342 in den Zellkernen von Raji-Zellen unter

dem Einfluss von Hochruck

In der Abbildung 4.29 sind die Ergebnisse der Experimente einer Betrachtung von Raji-
Zellen dargestellt, die mit dem membranpermeablen Farbstoff Hoechst 33342 angefarbt
wurden. Die Druckbehandlung der Zellen erfolgte in identischer Weise, wie bei den
Versuchen mit Pl (Kapitel 4.4). Vor der Druckapplikation zeigten alle Zellen bei atmo-
spharischem Druck eine leichte Fluoreszenz der Zellkerne. Diese Farbung resultiert aus
der Permeabilitat der Membran gegenuber Hoechst 33342 und zeigt, dass die Konzent-
ration des Farbstoffs im Zytoplasma gering ist. Wahrend der Druckerhéhung war bei
den Zellen nur eine leichte Erhohung der Intensitat des Signals zu erkennen. Hier
scheinen die Transporter, die Hoechst 33342 wieder aus der Zelle pumpen, nicht mehr
so effektiv zu arbeiten. Wenn ein Druck von 2000 bar Uberschritten war, verstarkte sich
bei mehreren Zellen das Fluoreszenzsignal rapide. Wenn ein Druck von 3000 bar er-
reicht wurde, ist bei mehr als 50 % der beobachteten Zellen ein deutlich positives
Hoechst-Signal zu erkennen. Allerdings wurden erst im Laufe der Druckhaltezeit von
300 s alle Zellen positiv gegenluber Hoechst 33342. Wahrend des Druckabbaus blieb
die Anzahl der stark leuchtenden Zellen konstant. Allerdings lie® das Fluoreszenzsignal
im Laufe des Druckabbaus insgesamt nach. Diese Verringerung ist dem ,Ausbleichen”
des Farbstoffes Hoechst 33342 zuzuschreiben. Dieses Ausbleichen wurde durch einen
Blindversuch bestatigt, dessen Daten im Rahmen dieser Arbeit nicht dargestellt werden.
A zeigt eine starke Nachvergrofierung der markierten Zelle aus Bild 3000 bar/300 s. Die
beiden mit dem Farbstoff gefarbten Zellkerne sind gut zu erkennen. B zeigt dieselbe
Zelle jedoch im Phasenkontrast im Durchlicht. Die Ergebnisse dieser Versuche bestati-

gen Beobachtungen, die bereits von Frey et al. beschrieben wurden [141].
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1 bar 500 bar 1000 bar 1500 bar

2000 bar

Abbildung 4.29: Hoechst 33342-Farbung von Raiji-Zellen wahrend der Druckapplikation. Die
farbigen Originalbilder wurden in Grauwertbilder umgewandelt. Die oberen drei Reihen zeigen
Fluoreszenzaufnahmen der Zellen wahrend der Druckapplikation (Bildbreite entspricht 210 um).
A zeigt die starke NachvergroRerung der markierten Zelle aus Bild 3000 bar/300 s. B zeigt
dieselbe Zelle im Phasenkontrast im Durchlicht. Die Bilder wurden mit dem Objektiv N PLAN L
40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 aufgenommen. [140]

4.4.3 Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials (MMP)

Bei den verwendeten Raji-Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch das transmembrane
Mitochondrienpotential untersucht. Der zu diesen Untersuchungen eingesetzte Fluores-

zenzfarbstoff DIOCG6 ist membrangangig und zeigt bei Auftreten eines MMP ein deutlich
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leuchtendes Signal. Lasst das MMP nach, verringert sich auch die Fluoreszenzintensitat
des Signals. Allerdings ist die Intensitat des Fluoreszenzfarbstoffs DIOC6 geringer als
bei den zuvor verwendeten Farbstoffen Pl und Hoechst 33342. Aus diesem Grund
wurde anstelle des Objektivs N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 das Objektiv
mit einer geringeren VergrofRerung gewahlt (N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-
1.9). Auf Basis der Erkenntnisse in Kapitel 2.3.3.4, Gleichung 2.41, war dadurch ein

hoheres Signal zu erzielen.

1500 bar

3000 bar 3000 bar/300 s 3000 bar/600 s

2000 bar 1000 bar 1 bar

Abbildung 4.30: DiOC6-Farbung bei Raji-Zellen wahrend der Druckapplikation. Die farbigen
Originalbilder wurden in Grauwertbilder umgewandelt (Bildbreite entspricht 430 um). Die Bilder
wurden mit dem N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 aufgenommen.

Das in der HPDS-3000-Hochdruckzelle platzierte Praparat wurde nun einer Hochdruck-

behandlung unterzogen. Dazu wurde der Druck mit einer Geschwindigkeit von 8,3 bar/s
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schrittweise bis 3000 bar erhéht. Bei dieser Druckstufe wurde 600 s gehalten. Am Ende
der Haltezeit wurde der Druck mit einer Geschwindigkeit von 8,3 bar/s auf atmosphari-
schen Druck reduziert. Das Resultat dieser Untersuchung ist in Abbildung 4.30 zu se-
hen. Bei den lebenden Zellen ist das MMP sehr hoch und zeigt aus diesem Grund ein
sehr starkes Fluoreszenzsignal des DiOC6. Wird nun der Druck bis 1500 bar erhdht,
konnte keine Veranderung des Fluoreszenzsignals beobachtet werden. Eine weitere
Druckerhohung zeigte eine kontinuierliche Abnahme des Fluoreszenzsignals. Bei einem
Druck von 3000 bar war nur noch ein schwaches Signal zu beobachten. Das MMP
schien an dieser Stelle zerstdrt. Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen von
Frey et al. [141]. Ein Ausbleichen des Farbstoffes konnte bei Blindversuchen ohne
Druckbeaufschlagung nicht erkannt werden. Die verbleibende restliche Fluoreszenz gilt
als verbleibendes Restpotential in den Mitochondrienmembranen. Wenn das MMP auf

dieses Minimum gebracht wurde, ist die Zelle nicht mehr Uberlebensfahig zu [131].

4.4.4 Untersuchung der Membranintegritat von Saugetiermuskelzellen

Die folgenden Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. rer. nat.
Dr. med. Oliver Friedrich vom Institut fur Physiologie und Pathophysiologie der Universi-
tat Heidelberg (Prof. Dr. R. H. A. Fink) durchgefiihrt. Im Rahmen der Zusammenarbeit
kam das in Kapitel 3.2.2 beschriebene System zum Einsatz. Dabei wurden Untersu-
chungen der Forschergruppe Friedrich Uber den Hochdruckeinfluss auf die reversiblen
und irreversiblen Veranderungen an Na*- und Ca**-lononenkanale unter dem Einfluss
von Hochdruck unterstitzt. Einer der wichtigsten Fragestellungen dabei war, wie sich
die Zelle wahrend der Druckapplikation verhalt, wann eine morphologische Verande-
rung bzw. eine Kontraktion zu sehen ist und ob zum Zeitpunkt einer Kontraktion die
Membranintegritat verandert wird. Durch die Untersuchung sollte die Vermutung verifi-
ziert werden, dass die Muskelkontraktion durch zellinterne Freisetzung von Ca®* ausge-
|6st wird. Dieser Sachverhalt sollte mit der vorliegenden Versuchsanordnung beantwor-

tet werden.

Als Beobachtungsobjekt dienten Skelettmuskelzellen von Mausen. Auf die Praparation,
detaillierte Durchfihrung und eine molekularbiologische Diskussion wird im Rahmen
dieser Arbeit verzichtet. Es wird auf die gemeinsame Veroéffentlichungen mit Friedrich

[142] bzw. auf eine vorherige Veroffentlichung von Kress et al. verwiesen [143].
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Die Besonderheit gegenuber allen zuvor durchgefiuhrten Versuchen war, dass bei die-
sen Experimenten die HPDS-3000-Hochdruckzelle mit Eiselementen gekihlt wurde, um
die gleichen Versuchsbedingungen wie bei vorangegangenen Ex-situ-Untersuchungen
zu schaffen [143].

Durchlichtbild Fluoreszenzbild beide Bilder Uberlagert

Abbildung 4.31: Uberpriifung des Kontraktionsverhaltens bzw. der Membranintegritat der Ske-
lettmuskelzellen der Maus. Die oberen drei Bilder zeigen die Uberlagerung eines Durchlichtbil-
des mit einem Auflichtfluoreszenzbild (Pl). Die restlichen Bilder zeigen solche Uberlagerte Bilder
wahrend der Druckapplikation (Bildbreite entspricht 430 ym). Die Bilder wurden mit dem
N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 gemacht.

Bei der Durchfiihrung der Experimente wurden zum Zeitpunkt einer bestimmten Druck-
stufe sowohl ein Durchlichtbild im Hellfeld als auch ein Auflichtbild mit Fluoreszenzmi-
kroskopie (PI-Farbung) gemacht. Mit dem Durchlichtbild konnten die morphologischen
Veranderungen und mit dem Fluoreszenzbild die Membranintegritat Gberpruft werden.
AnschlieBend wurden die beiden Bilder mit der Software ImageJ (NIH,
http://rsb.info.nih.gov/ij/) und Paint Shop Pro (JASC software) so Uberlagert, dass im
Hellfeldbild zusatzlich das PI-Fluoreszenzsignal betrachtet werden konnte. Die oberen
drei Bilder in Abbildung 4.31 verdeutlichen das Ergebnis einer solchen Uberlagerung.
Die Bilder in den beiden Reihen darunter zeigen Uberlagerte Bilder aus einer durchge-

fuhrten Druckapplikation. Im ersten Bild der zweiten Reihe ist eine intakte und eine
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defekte, kontrahierte Muskelzelle zu sehen. Die intakte Zelle ist langgestreckt und zeigt
keinerlei rote Einfarbungsstellen. Die defekte Zelle ist bereits kontrahiert und zeigt rote
Punkte, die ein Eindringen des Pl-Farbstoffes nachweisen. Bild 350 bar/22 min zeigt die
zuvor intakte Zelle einige Sekunden nach der beginnenden Kontraktion. Bild
350 bar/30 min stellt das Endstadium der Kontraktion dar. Das letzte Bild der Serie zeigt
die Zelle nach der Druckreduktion auf atmospharischen Druck. Die Zelle hat sich nicht
mehr verandert. Im Bereich dieser Zelle sind einige rote Punkte zu erkennen. Es kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass dies eher Artefakte des umgebenden Medi-

ums sind und nicht auf eine Veranderung der Membranintegritat zurtickzuflihren sind.
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5 Ausblick

Obwohl in den vergangenen Jahren standig an der Methodenentwicklung der Hoch-

druckmikroskopie gearbeitet wurde, sind keinesfalls alle Moglichkeiten ausgeschopft.

So wird in Kapitel 5.1 von den ersten Versuchen berichtet die konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie an das bestehende System zu koppeln. Die Ergebnisse sind

vielversprechend, jedoch noch stark verbesserbar.

Als Fenstermaterial beim Bau von Hochdrucksichtzellen muss in den meisten Fallen
aus Grunden der Festigkeit auf Materialien mit hoher optischer Dichte zurtckgegriffen
werden. Dabei zeichnen sich jedoch durch die Verwendung von herkdmmlichen Mikro-
skopobjektiven Bildfehler ab. In Kapitel 5.2 wird eine Methode vorgestellt, um die Aus-
wirkung der spharischen Aberration durch verschiedene Fenstermaterialien bzw. —
dicken abzuschatzen. Mit dieser Methode kann die Fensterdicke errechnet werden, bei
der sich die spharische Aberration am geringsten auswirkt. Hiermit wird das bestehende
System analysiert und bewertet und auf mdgliche Verbesserungen eingegangen. Weiter
wird der Einsatz von Diamant als Fenstermaterial bewertet und hierfur konkrete Ansatze

aufgezeigt.

Beim Bau eines Nachfolgemodells der bestehenden Hochdrucksichtzelle muss die
Konstruktion mit der Finiten-Elemente-Methode unterstutzt werden, um die Kosten
gering zu halten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Bewertung der benutzten
Hochdrucksichtzelle mit Hilfe der Finiten-Elemente-Methode begonnen. Dabei konnten
Schwachstellen der HPDS-3000-Hochdruckzelle detektiert werden. Diese Erkenntnisse
werden den Konstrukteuren der nachsten Generation von Hochdruckzellen sicher wert-

voll sein.

5.1 Erste Beobachtungen von Ca*-Fluoreszenz mit konfokaler Laser-Scanning-

Mikroskopie bei Skelettmuskelzellen von Saugetieren

Bei weiteren Untersuchungen in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. rer. nat. Dr. med.
Oliver Friedrich wurde die HPDS-3000-Hochdruckzelle mit einem am Institut fur Physio-
logie und Pathophysiologie der Universitat Heidelberg vorhandenen inversen konfoka-
len Laser-Scanning-Mikroskop (FluoView FV300/Olympus/Hamburg) kombiniert. Ange-
regt wurden die Proben mit einem Ar’/Kr*-lonenlaser (488 nm/568 nm). Die von der

Probe emittierten Signale wurden durch einem Bandpass- (515-580 nm) bzw. einem
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Langpassfilter (>585 nm) gelenkt. Gegenstand dieser Experimente war die Untersu-
chung der Ca?*-Homdostase in intakten Skelettmuskelzellen von Saugetieren (Maus)
unter dem Einfluss von Druck bis 350 bar. Durch die Zugabe des Fluoreszenzfarbstof-
fes Fluo-4 konnte die zytosolische und durch Zugabe von Rhod-2 die mitochondriale
Ca?*-Konzentration in-situ verfolgt werden. In Vorversuchen mit permeabilisierten Mus-
kelzellen in einen Medium mit definierter Ca®*-Konzentration konnte der Einfluss des
Druckes auf die Signalantwort der beiden Farbstoffe detektiert und fur die Auswertung
spaterer Versuche bertcksichtigt werden. Die Versuche mit intakten Muskelzellen wur-
den nach dem selben Druckprogramm bzw. die Proben wurden in selber Weise tempe-
riert wie bei den Versuchen in Kapitel 4.4.4 erlautert. Auf die Praparation, detaillierte
Durchfuhrung, Bearbeitung der Bilder und eine molekularbiologische Diskussion wird im
Rahmen dieser Arbeit verzichtet. Detaillierte Ausfihrungen sowie eine ausgiebige Dis-

kussion gehen aus der gemeinsamen Verdffentlichung mit Friedrich et al. hervor [144].

Die Fragestellungen dieser Experimente war, wie sich die Ca®**-Konzentration im sar-
koplasmatischen Retikulum, den Mitochondrien und dem Zytoplasma wahrend der
Druckapplikation verandert. Eines der Fernziele dieser Untersuchungen ist es zu ver-
stehen, wie es Meeressaugern maglich ist in Tiefen bis 2500 m und tiefer zu tauchen
[145].

Abbildung 5.1 zeigt sowohl Fluoreszenz- (Rhod-2) als auch ein Durchlichtbild einer
intakten Muskelzelle wahrend des benutzten Druckprotokolls. Die Ovale in den Fluores-
zenzbildern stellen die ,regions of interest* dar, mit denen die Starke der Fluoreszenz-
signale bestimmt wurden. Die gewonnenen Signalintensitaten wurden mit den Daten
aus den Vorversuchen verrechnet, um so die Verinderungen der Ca®*-Konzentrationen
zu ermitteln. Die Auswertung der Daten ergab, dass sich die Ca?*-Konzentration im
sarkoplasmatischen Retikulum, den Mitochondrien und dem Zytoplasma unter dem
Einfluss des Druckes gut bestimmen lasst. Somit lassen sich molekularbiologische

Aussagen uber die Vorgange wahrend einer Hochdruckapplikation treffen.
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Abbildung 5.1. Aufnahmen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. Rhod-2-
Fluoreszent bei einer Skelettmuskelzelle (Maus) unter dem Einfluss von Druck. Das vierte Bild
von links zeigt eine Durchlichtaufnahme der beobachteten Zelle. Das Ca*'-freie Medium bein-
haltet die Farbstoffe Fluo-4 und Rhod-2. Die Bilder sind mit einem ULWD CDPlan x40/ nA 0.5
(Deckglaskorrektur von 0-2 mm, Arbeitsabstand 7,4 mm) gemacht worden.

Sicher ware es winschenswert, starkere Fluoreszenzsignale zu erhalten. Eine Vergro-
Rerung des Pinhole vermehrte jedoch auch das Rauschen bzw. Streulicht im Bild. Die
einzige Moglichkeit, ein starkeres Signal zu erhalten, ist eine VergroRerung der nA
(Kapitel 2.3.3.4). Die HPDS-3000-Hochdruckzelle lasst auf Grund der Konstruktion
keine Objektive mit nennenswert gro3eren numerischen Aperturen zu. Bei den vorlie-
genden Versuchen, bei denen ein Maximaldruck von ca. 500 bar ausreicht, kann durch
eine Neukonstruktion einer Hochdruckzelle und der Wahl von geringeren Fensterdicken
der Einsatz von Objektiven mit einer hoheren Apertur ohne weiteres realisiert werden.
Erste Beispiele zum Bau einer Zelle mit vergleichsweise dunnen Fenstern (hohere
Aperturen) fur den Gebrauch bei niedrigen Dricken sind in der Literatur bereits zu fin-
den [82].

5.2 Abschéatzung der Bildbeeintrachtigung durch die Wirkung der sphérischen

Aberration durch die Benutzung von Materialien mit hoher optischer Dichte

Jedes Objektiv mit hdherer Apertur, das die Betrachtung durch ein Deckglas zulassen
soll, wird vom Hersteller auf diese Deckglasdicke bzw. einen verstellbaren Deckglasdi-
ckenbereich korrigiert. Dabei wird davon ausgegangen, dass die optische Dichte des
Deckglases (Fensters) bei ungefahr 1,5 (n = 1,525) liegt. Bei den Fenstern fur Hoch-
druckzellen wird jedoch nur in Fallen geringen Differenzdruckes auf Glas zurtickgegrif-
fen. In den allermeisten Fallen bedient man sich Materialien mit hdoherer Festigkeit.
Diese Materialien haben jedoch in aller Regel hohere, zum Teil erheblich hohere opti-
sche Dichten.
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5.2.1 Verdeutlichung der Problematik der spharischen Aberration am Beispiel

eines Diamantfensters

Werden Materialien mit héherer optischer Dichte als Deckglas benutzt, liefert das auf
den Brechungsindex von optischem Glas berechnete Objektiv, Bildfehler. Insbesondere
die spharische Aberration ist zu bemerken. Sie ist wohl auch der stérendste Bildfehler.

Er wirkt sich auf den ganzen Bereich des Bildes aus, auch auf das Zentrum des Bildes.

Abbildung 5.2 zeigt schematisch einen Strahlengang vom Objekt bis zur Frontlinse
eines Objektivs. Das gezeigte Objektiv hat eine nA = 0,8 und eine Deckglaskorrektur
von 2 mm, bei einem freien Arbeitsabstand von 1,9 mm. Das Objekt befindet sich
250 um hinter dem Deckglas im Medium Wasser. Ist das Objektiv vollstandig auf spha-
rische Aberration korrigiert, treffen sich die Strahlen 1 bis 4 exakt in einem Bildpunkt.
Das bedeutet, dass an jedem Punkt (Kreislinie) der Auftreffflache der Frontlinse ein von
dem Objekt kommender Strahl einen ganz bestimmten Winkel haben muss, damit er
durch das Objektiv in der Form abgelenkt wird, um sich mit allen anderen Strahlen in
einem Punkt zu vereinigen. Hat ein von diesem Objektpunkt kommender Strahl an
dieser Stelle einen davon verschiedenen Winkel, wird das Objektiv diesen in der Art
ablenken, dass er entweder vor oder hinter der Bildebene des eigentlichen Bildes auf-

trifft. Es entsteht ein Bild mit spharischer Aberration.

I Mikroskopobjektiv |
AN [ 7
I 3 2 W | 1 2/ 3 4
B | AN
| |
§ E [ nGIas
| = Y/ =

Objektpunkt —

n Wasser

Abbildung 5.2: Schematische Zeichnung eines Strahlenganges fir ein Objektiv mit nA = 0,8,
Deckglaskorrektur von 2 mm und einem freien Arbeitsabstand von 1,9 mm. Das Objekt liegt
250 um hinter dem Deckglas und befindet sich in dem Medium Wasser.
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Abbildung 5.3 links skizziert den vergroRerten Bereich aus Abbildung 5.2 oberhalb des
Objektpunktes und ein Teil des Deckglases (Fensters). Die Strahlen 1 bis 4 gehen vom
Objektpunkt aus in Richtung Deckglas, wo sie das erste mal auf Grund der unterschied-
lichen Brechungsindizes abgelenkt werden. Abbildung 5.3 rechts zeigt diese Situation
im Falle der Benutzung eines Deckglases aus Diamant (Npiamant = 2,41). Der freie Ar-
beitsabstand (a = 2,38 mm) zwischen Diamantdeckglas und Objektpunkt wurde dabei
so gewahlt, dass Strahl 1 das Objekt, ebenso wie in der linken Halfte des Bildes, im
Abstand 250 uym verlasst. Dies bedeutet, dass mit dem benutzten Objektiv bei dieser
Einstellung der Strahl 1 die Bildebene an derselben Stelle trifft, wie die Strahlen 1 bis 4
auf der linken Seite des Bildes. Die Strahlen 2 bis 4, welche sich auf der linken Seite in
einem Bildpunkt vereinen, vereinen sich auf der rechten Seite ebenfalls. Hier jedoch
bilden sich im Bildpunkt Stellen ab, die zwischen dem Objekt und dem Diamantdeckglas
liegen. Dies bedeutet, dass sich von Strahl 1 verschiedene Strahlen, die vom Objekt-
punkt ausgehen, nicht in der zu Strahl 1 gehérenden Bildebene treffen. In unserem

Falle bedeutet dies, dass das Bild des Objektpunktes spharisch Uberkorrigiert ist.

Diamant

Objektpunkt

Abbildung 5.3: Schematische Zeichnung zweier Strahlengange fir ein Objektiv mit nA = 0,8,
einer Deckglaskorrektur von 2 mm und einem freien Arbeitsabstand von 1,9 mm. Links: detail-
lierter Bereich aus Abbildung 5.2. Es zeigt den Bereich oberhalb des Objektpunktes und einen
Teil des Deckglases. Rechts: Derselbe Bereich unter der Benutzung eines Diamantdeckglases
(Npiamant = 2,41) mit derselben Dicke wie links (2 mm). Der freie Arbeitsabstand (a = 2,38 mm)
wurde so gewahlt, dass Strahl 1 den Objektpunkt in derselben Bildebene abbildet wie die Strah-
len 1 bis 4 auf der linken Seite. Das Objekt liegt 250 um hinter dem Deckglas und befindet sich
in dem Medium Wasser.
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5.2.2 Berechnung der objektseitigen Schnittweitendifferenz bei Verwendung
von Fenstermaterialien mit hdherer optischer Dichte als optisches Glas

Die beiden vorangegangen Abbildungen zeigen berechnete Strahlengange fur ein Ob-
jektiv in Verbindung mit einem Deckglas. Abbildung 5.2 und Abbildung 5.3 links zeigen
dabei den Strahlengang fur ein Objektiv, das mit einem Deckglas betrieben wird, auf
das es zuvor vom Hersteller korrigiert wurde. Wenn davon ausgegangen wird, dass das
Objektiv in Kombination mit dem Deckglas ein Bild des Objektpunktes frei von jeglicher
spharischer Aberration abbildet, so treffen die dargestellten Strahlen in einem Bildpunkt
in der Bildebene zusammen. Abbildung 5.4 zeigt den Weg eines Strahls vom Objekt
ausgehend durch das Medium, das Deckglas (Fenster), die Luft in die Frontlinse des
Objektivs. Fur diese optimale Konstellation konnen die Eintreffwinkel der Strahlen fur

jeden Punkt der Frontlinse hopjexiv = f(©) aus den Objektivdaten wie folgt berechnet

werden:
Nobieay (@) = Ny (©) + hy (B) + h, (©) Gleichung 5.1
Ny (©) = Syeqium * tAN(Epreeium (©)) Gleichung 5.2
h (®)=d-tan(g: (©)) Gleichung 5.3
h,(®) = a-tan(®) Gleichung 5.4

Dabei ist spmedgium der Abstand vom Objektpunkt zum Deckglas, d die Deckglasdicke, auf
die das Objektiv berechnet wurde, und a der dazugehoérige freie Arbeitsabstand. Die
Winkel kdnnen mit dem Brechungsgesetz (Gleichung 2.10) aus dem Winkel © und den
bekannten Brechungsindizes von Luft, dem Glasmaterial und dem Medium (Wasser)
bestimmt werden. Aus der numerischen Apertur kann der maximal Winkel des Strahls

berechnet werden, der gerade noch in das Obijektiv trifft (Gleichung 2.12).
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Abbildung 5.4: Skizze zum Verlauf eines Strahls vom Objektpunkt bis zum Eintritt in die Front-
linse.

SMedium |

Abbildung 5.3 rechts zeigt, was die Strahlen in der Bildebene abbilden, wenn statt des
Deckglases aus optischem Glas ein Deckglas aus Diamant benutzt wird (n = 2,41).
Dabei wurde der Arbeitsabstand so gewahlt, dass der Strahl 1 den Objektpunkt in der
Bildebene abbildet. Die Strahlen 2 bis 4 jedoch bilden in dieser Bildebene Punkte auf
der optischen Achse zwischen Objekt und Deckglas ab. Das daraus resultierende Bild
zeigt erhebliche Verwischungen, da sich Bilder von verschiedenen Orten in einem Bild-
punkt Uberlagern. Ein Bildpunkt erscheint auf der Bildbrennebene dann scharf, wenn die
auf dem Bildpunkt eintreffenden Strahlen vom Objekt oder zumindest aus dessen un-
mittelbarer Nachbarschaft vor bzw. hinter ihm ausgesendet werden. Wird dieser Ab-
stand jedoch zunehmend grofRer, wird auch das Bild unscharfer, was bis zu einer voll-
kommen unahnlichen Abbildung des Objektpunktes fuhrt. Welche Punkte ein Objektiv

mit veranderter Konstellation abbildet, kann wie folgt berechnet werden:

Die veranderte Konstellation bedeutet, dass man ein Deckglasmaterial mit einem zu
Glas differenten Brechungsindex und eine bestimmte Deckglasdicke wahlt. Um den
daraus veranderten freien Arbeitsabstand bestimmen zu kdnnen, muss entschieden
werden, welche Strahlen den Objektpunkt in der Bildebene als Bildpunkt abbilden sol-

len. Sinnvoller Weise wahlt man einen Strahl, der annahernd parallel zur optischen



Ausblick 146

Achse verlauft. Mit der Gleichung 5.1 unter der Berucksichtigung der veranderten
Deckglasdicke und des veranderten Brechungsindexes kann der neue freie Arbeitsab-
stand a errechnet werden. Mit diesem neuen freien Arbeitsabstand kann nun die objeki-

seitige Schnittweitendifferenz As(®) errechnet werden:

h, (©)

AN(E (@) "

As(@) = Gleichung 5.5
Abbildung 5.5 zeigt drei Ergebnisse fur die Schnittweitendifferenz As(©) in Diagramm-
form fur das verwendete Objektiv N PLAN L 40x /0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9. Dabei
wurde als Deckglasmaterial Saphir angenommen. Die drei Diagramme zeigen Ergeb-
nisse in der Nahe des iterativ bestimmten Optimums. Das linke Diagramm zeigt, dass
sich As(®) von 0 ym bis zu einem negativen Maximalwert von ca. -5 ym verandert. Der
Strahl mit dem Winkel ©na bildet in der Bildebene einen Punkt ab, der sich ca. 5 ym
vor dem eigentlichen Objektpunkt befindet. Die As(®)-Werte des mittleren Diagramms
gehen von 0 ym bis zu einem Maximalwert von ca. 1,4 ym (= 23°) und reduzieren sich
bis zum Winkel Onax fast wieder auf Null. In dieser Konstellation wird der Objektpunkt
von den achsennahen bzw. den ganz achsenfernen Strahlen ,korrekt* abgebildet. Die
Strahlen dazwischen bilden Objektpunkte in der Bildebene ab, die etwas hinter dem
eigentlichen Objektpunkt liegen. Das rechte Diagramm zeigt, dass der Bereich des
Optimums bereits wieder verlassen wird. Iterativ kann nun der optimale Durchmesser
der Saphirscheibe ermittelt werden, fur den As(©) fur den gesamten Winkelbereich die
geringsten Werte wiedergibt. Die Berechnungen flr die erstellten Diagramme sind im
Anhang (Kapitel 8.13) in Mathcad-Syntax (Mathcad 2000 Professional) abgedruckt.

ss sF T = 55 5 55 sSF T
A5(© opimat) 0 B 85(© opimar) 0 | 25(© optimal) B
pum _\ um 0
pm
| | |

-5 -5 -5 -5 -5 -
20 20 5 20

1 O optimal O max 1 O optimal O max 1 O optimal O max
Grad Grad Grad Grad Grad Grad

Abbildung 5.5: Schnittweitendifferenz As(©) fir drei verschieden gewahlte Deckglasdicken aus
Saphirmaterial (n = 1,765). Die Diagramme sind fur das Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2
0-2/C 3.3-1.9 berechnet. Das Objektiv hat einen freien Arbeitsabstand von 1,9 mm fir eine
Deckglaskorrektur von 2 mm (n = 1,525). Der Abstand zwischen Objekt und Deckglas ist Spedi.
um =25 um.  Linkes Diagramm: dggpnir = 1,95 mm, a=2,106 mm; mittleres Diagramm:
dsaphir = 2,00 mm, a = 2,078 mm; rechtes Diagramm: dsapnir = 2,05 mm, a = 2,050 mm.
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5.2.3 Optimierung der objektseitigen Schnittweitendifferenz bei Verwendung
von Fenstermaterialien mit héherer optischer Dichte als optisches Glas

durch Variation der Fensterdicke

Im vorherige Kapitel konnte in Abbildung 5.5 erkannt werden, dass sich ein Optimum
hinsichtlich der objektseitigen Schnittweitendifferenz andeutet. Das demonstriert, dass
unter Verwendung von Materialien mit eine hoheren optischen Dichte als der des opti-
schen Glases nicht so gute Ergebnisse hinsichtlich der objektseitigen Schnittweitendif-
ferenz zu erwarten sind wie bei der Verwendung von optischem Glas. Durch die Variati-
on der Fensterdicke kann das Ausmal dieser jedoch auf einen optimalen Wert mini-
miert werden. Dieses Optimum zeigt fir den Bereich der annahernd achsenparallele
Strahlen und den Bereich um Onax Werte fur As(©), die gegen Null gehen. So bietet
sich an, die Deckglasdicke und den freien Arbeitsabstand genau so zu wahlen, dass fur

achsennahe bzw. fur Strahlen, die gegen Onax gehen, As(©) insgesamt minimal wird.

Hierzu wird aus den Bedingungen flr den auflersten Strahl mit dem Winkel Onax die
Funktion a(®max) = f(d) erstellt (Maximalstrahl muss das Objekt in der Bildebene abbil-
den). Aus den Bedingungen fir den extrem achsennahen Strahl O, wird die Funktion
d(®min) = f(a) bestimmt und in die Funktion a(®Omax) = f(d) eingesetzt. Auf beiden Seiten
der Gleichung befindet sich nun die Variable a. Sie ist nun jedoch unabhangig von d.
Durch Auflosen der Gleichung nach a kann nun der optimale freie Arbeitsabstand be-
rechnet werden. Aus der Funktion d(®Omin) = f(a) oder einer anderen gultigen Beziehung

kann d berechnet werden.

1.4
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Abbildung 5.6: Schnittweitendifferenz As(®) flr die errechnete optimale Glasdicke von
1,999 mm fur ein Deckglas aus Saphirmaterial (n = 1,765). Das Diagramm ist fur das Objektiv
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 berechnet. Das Objektiv hat einen freien Arbeitsab-
stand von 1,9 mm fir eine Deckglaskorrektur von 2 mm (n = 1,525). Der Abstand zwischen
Objekt und Deckglas ist Spedqium = 25 um. Der berechnete optimale Arbeitsabstand betragt
a=2,079 mm.

0 o
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Abbildung 5.6 zeigt das Ergebnis der Optimierungsrechnung fir die in Abbildung 5.5
betrachtete Konstellation. Der mittlere iterierte Wert (dsapnir = 2,000 mm, a = 2,078 mm)
lag bereits sehr nahe am errechneten optimalen Wert (dsaphir = 1,999 mm,
a =2,079 mm).

Aus Kapitel 3.1 geht jedoch hervor, dass die Fensterdicke bei der benutzten HPDS-
3000-Hochdruckzelle bei 2,20 + 0,05 mm liegt und ein Arbeitsabstand von ca. 2 mm zur
Verfugung steht. Abbildung 5.7, links zeigt den Verlauf der Schnittweitendifferenz fur
diese Konstellation. Der verfugbare Arbeitsabstand von ca. 2 mm entspricht dem tat-
sachlich errechneten Arbeitsabstand (a = 1,965 mm) sehr genau. Das erklart auch,
dass beim Versuch Objekte, die sich etwas entfernt vom Fenster befanden, ab einem
gewissen Abstand nicht mehr fokussiert werden konnten. Das Diagramm zeigt jedoch
auch, dass die optimale Konstellation zur Minimierung der spharischen Aberration in
keinster Weise gegeben ist. Jedoch sind Objektive mit verstellbarer Deckglaskorrektur
meist auf etwas groRere Werte als angegeben zu korrigieren. So konnte das hier be-
nutzte Objektiv Uber die 2 mm-Markierung weitergedreht werden. Abbildung 5.7 rechts
zeigt, dass diese Konstellation sehr nahe am Optimum ist, wenn die Deckglaskorrektur
um 0,2 mm erhoht werden kann (dsaphir = 2,199 mm, a = 2,097 mm). Die Annahme

scheint zutreffend, betrachtet man die hervorragenden Bilder in den vorangegangenen

Kapiteln.
21 20— ) 2
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Abbildung 5.7: Schnittweitendifferenz As(©) fur die Fensterkonstellation der benutzten HPDS-
3000-Hochdruckzelle (d =2,20 mm). Links: Das Diagramm ist flir das Objektiv N PLAN L
40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 berechnet. Das Objektiv hat einen freien Arbeitsabstand von
1,9 mm fur eine Deckglaskorrektur von 2 mm (n = 1,525). Der Abstand zwischen Objekt und
Deckglas ist syequm = 25 ym. Der berechnete optimale Arbeitsabstand betragt a = 1,965 mm.
Rechts: Ergebnis bei einer Korrektur des Objektivs auf eine Deckglasdicke von 2,2 mm.

Zu den weiteren benutzten Objektiven ist zu sagen, dass diese bis auf das
HXC PL L 40x/0.60 Corr Ph2 0-2/C allesamt geringere numerische Aperturen haben.
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Die Diagramme fur diese ,kleineren Objektive gleichen den Resultaten des gezeigten
bis auf den Unterschied, dass Omnax auf Grund der kleineren nA geringer ist, und die
Kurven in den Diagrammen bereits weiter links enden. Das angesprochene ,grofliere”
Objektiv unterscheidet sich nur um 0,05 in der numerischen Apertur. Die erhaltenen
Bilder zeigen keine erkennbaren qualitativen Unterschiede gegeniber dem Objektiv
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9.

Daher bleiben die Fragen, ob unter der Benutzung eines hochfesten Fensters aus bei-
spielsweise Diamant (n = 2,41) eine optimale Konstellation zu erreichen ist, was flr eine
Schnittweitendifferenz As(©®) daraus entsteht und ob mit den hier benutzten Objektiven

verwertbare Bilder entstehen konnen.

Abbildung 5.8 zeigt das optimierte Ergebnis. Um diese Ergebnis zu erzielen, muss
dpiamant = 2,324 mm bei a = 2,247 mm eingehalten werden. Dies ist ein erfreuliches
Ergebnis, vergroRert sich doch gegentber dem Saphirmaterial sowohl die Fensterdicke
als auch der freie Arbeitsabstand. Die Kehrseite stellt die um den Faktor 2,3 erhohte
maximale Schnittweitendifferenz gegenuber Saphir dar. Trotzdem zeigt diese Erkennt-
nis, dass es in Zukunft moglich ist, Zellen mit Fenstern auszustatten, die optimale Ab-
messungen in Hinblick auf die Korrektur der spharischen Aberration des benutzen Ob-
jektivs haben. Moéglicherweise kdnnten auch die Diamantenabmessungen der DACs
unter diesem Gesichtspunkt ausgewahlt werden. Moglicherweise konnten dadurch
zukunftig mikroskopische Bilder von Proben in DACs erhalten werden, die mehr Aussa-

gekraft besitzen als die aus der Literatur bekannten.
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Abbildung 5.8: Optimale Schnittweitendifferenz As(®) fur das Fenstermaterial Diamant in Ver-
bindung mit dem Objektiv N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9. Der Abstand zwischen
Objekt und Deckglas ist Smedqium = 25 um. Der berechnete optimale Arbeitsabstand betragt
a = 2,247 mm bei einer Fensterdicke von dpjamant = 2,324 mm.
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Doch wo liegt die Grenze, bei der ein gewonnenes Bild dem Objekt noch so ahnlich ist,
dass es genugend Aussagekraft besitzt, um daraus wissenschaftliche Schlusse zu
ziehen? Bei der Abbildungstiefe, die in Kapitel 2.3.3.7 besprochen wurde, handelt es
sich um den objektseitigen Abstand, den die Objektpunkte in der Flucht der optischen
Achse voneinander entfernt sein dirfen, um noch gemeinsam in der Bildebene als
scharf abgebildet zu werden. Die gesamte Abbildungstiefe kann somit als ein Abstand
entlang der optischen Achse angesehen werden, den zwei Punkte voneinander entfernt
sein durfen, damit ein bestimmter Detektor unter Zuhilfenahme eines Mikroskops beide
noch als scharf abbildet. Geht man im Umkehrschluss davon aus, dass es im Grunde
die Strahlen sind, die von den Objekten kommen, die noch scharfe Bilder ergeben mus-
sen, entsprechen diese Abstande der hier errechneten maximalen Schnittweitendiffe-
renz As(©). Das wurde bedeuten, dass wenn die errechnete maximale Schnittweitendif-
ferenz As(©®) geringer ist als die Tiefenausdehnung der ermittelten Objektiv-Detektor-

Konstellation, der betrachtete Objektpunkt scharf abgebildet wird.

Tabelle 2 gibt die Werte der wellenoptischen (Ty) der geometrischen (T4) und der ge-
samten (Tges) Abbildungstiefe fur die zur Verfugung stehenden Objektive wieder (Kapitel
2.3.3.7). FUr das N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 wirde das in diesem Fall
bedeuten, dass bei der Beobachtung ohne ZwischenvergroRerung (1,5fach) die ermit-
telte Grenze fur die maximale Schnittweitendifferenz As(®) um ca. 0,2 ym Uberschritten
wird. Wird die Betrachtung mit der Zwischenvergro3erung durchgefuhrt, liegt der Wert

flr die maximale Schnittweitendifferenz As(©) unter der gesamten Abbildungstiefe Tges.

Bei Fenstern aus Diamant wirde das unter den getroffenen Annahmen bedeuten, dass
unter der Verwendung des N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 mit und ohne die
Zwischenvergroferung keine verwertbare Bilder entstehen. Unter der Verwendung des
C-Plan L 20x/0.30 PH1 0-2/-3,7 liegt Tges Uber dem Wert flr die maximale Schnittwei-
tendifferenz. Hier kann davon ausgegangen werden, dass verwertbare Bilder entstehen.
Die beiden 40fach-Objektive werden voraussichtlich keine verwertbaren Bilder erzeu-

gen.
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Tabelle 2: Tabelle mit den berechneten Werten der wellenoptischen (T,,), der geometrischen
(Tg) und der gesamten (Tges) Abbildungstiefe flr die zur Verfliigung stehenden Objektive in
Verbindung mit der benutzten Kamera (dpixereite = 6,7 pm) und der 1,5fachen Zwischenvergro-

Rerung. Die Werte in Klammern berechnen sich ohne die Zwischenvergrolierung.

Objektivbezeichnung Tw (UM) Tgy (UM) Tges (HM)
N PLAN 10x/0.25 PH1 -/A 5.8 4.40 179 6,19
C-Plan 10x/0.22 PH1-/- 7.8 5,68 2,03 7,71
N PLAN L 20x/0.40 Corr PH1 0-2/C 3.2-1.9 1,72 0,56 (0,83) | 2,28 (2,56)
C-Plan L 20x/0.30 PH1 0-2/-3,7 3,06 |0,74(1,12)| 3,80 (4,18)
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 0,91 0,20 (0,31) | 1,11 (1,21)
HXC PL L 40x/0.60 Corr Ph2 0-2/C 0,76 0,19 0,95

Nach Berechnungen von Experten des Optik Design Departments von Leica in Wetzlar
stimmen die hier errechneten Werte fur den freien Arbeitsabstand und die optimale
Glasdicke gut Uberein. Dabei muss jedoch bericksichtigt werden, dass es sich bei den
hier gezeigten Ergebnissen ausschliel3lich um die Korrektur der spharischen Aberration
handelt und davon ausgegangen wurde, dass die Objektive in der optimalen Konstella-
tion in allen Bereichen vollstandig spharisch korrigiert waren. Die Berechnung eines
Mikroskopobjektivs ist jedoch immer ein Kompromiss, bei dem versucht wird, alle Bild-
fehler auf ein ertragliches Mal} zu reduzieren. Dies hat zur Folge, dass auf eine perfekte
Korrektur der spharischen Aberration oftmals verzichtet wird, um andere Bildfehler auf

ein unmerkliches Malf} zu reduzieren.

Laut Auskunft der Experten von Leica konnte mit dem N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-
2/C 3.3-1.9 und einer Fensterdicke von 2,35 mm bei Diamant fir monochromatisches
Licht aus dem Grunbereich noch gute Ergebnisse erzielt werden. Aufgrund der niedri-
gen Abbe-Zahl (Kapitel 2.3.2.5) steigt dann jedoch der Farblangsfehler fur weil3es Licht

auf 4-5 ym an, was nur noch durch Nachfokussieren zu kompensieren ist [104].

Bleibt hinsichtlich der Konstruktion weiterer Hochdrucksichtzellen bzw. DACs festzuhal-
ten, dass das hier vorgestellte Verfahren zur Minimierung der spharischen Aberration
eine erste Abschatzung darstellt, um die Fensterdicke bzw. den freien Arbeitsabstand
zu berechnen. Eine Aussage, ob durch die gewahlten Parameter tatsachlich ein brauch-
bares Bild erzielt wird, kann nur durch die Berechnungen von Optikexperten der Objek-

tivhersteller beantwortet werden. Diese haben alle erforderlichen Daten ihrer Objektive
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in speziellen Programmen hinterlegt und konnen damit die Auswirkungen einer veran-

derten Fensterkonstellation auf die Bildfehler errechnen und bewerten.

In der Vergangenheit wurden fir DACs hauptsachlich Naturdiamanten des Typs Il bzw.
Ila eingesetzt, da diese gegenuber dem Diamant-Typ | sehr geringe Stickstoffeinschlis-
se aufweisen und somit eine bessere Transparenz, besonders im IR-Bereich besitzen
[33, 43, 44, 146, 147]. Der Nachteil des Diamant-Typs Il ist der sehr hohe Preis.

Seit einigen Jahren werden sogenannte CVD-Diamanten (chemical vapor deposition)
kunstlich hergestellt. Sie sind hinsichtlich ihrer optischen, thermischen und mechani-
schen Eigenschaften den besten Naturdiamanten (Typ lla) sehr ahnlich. Das Material
ist isotrop und zeigt dartber hinaus eine bessere Transparenz im VIS und im IR als
Typ lla [95, 148].

Anfang 2004 stellte uns das Fraunhofer-Institut fir angewandte Festkdrperphysik in
Freiburg CVD-Diamantmaterial in der Starke von 2 mm zu Versuchszwecke zur Verfi-
gung. Zum damaligen Zeitpunkt zeigten die Diamantproben noch mit dem Auge sichtba-
re Inhomogenitaten. Der Test mit den uns zur Verfigung stehenden Objektiven zeigte
unbefriedigende Ergebnisse. Laut Auskunft des Fraunhofer-Instituts fur angewandte
Festkorperphysik hat sich jedoch die Qualitat seitdem verbessert, sodass die Diaman-
ten nun fir die Anwendung im optischen Bereich nutzbar seien. Die maximale Dicke
dieser Diamantscheiben betragt im Moment 2 mm (serielle Herstellung), es kdnnen
jedoch auch dickere Scheiben gefertigt werden [149].

5.3 Berechnungen der Hochdrucksichtzelle mit Hilfe der Finiten-Elementen-
Methode

Bei der Konstruktion und anschlieenden Erprobung von Prototypen zeichnete sich ab,
dass sich der Metallkdrper der Zelle und die eingesetzten Saphirfenster an der Grenze
der zulassigen Beanspruchung befinden. Nach einigen Anderungen in der Konstruktion
entstand die HPDS-3000-Hochdruckzelle in der jetzigen Form, die vielen Lastwechseln
widerstehen kann. In Hinblick auf die Konstruktion von Hochdrucksichtzellen, die noch
hdoheren Driucken als 3000 bar standhalten, wurde mit Hilfe der Finiten-Elemente-

Methode die bestehende Hochdrucksichtzelle analysiert.

Fir die Generierung und Berechnung wurde die Finite-Elemente-Software ANSYS 8.0
verwendet. Abbildung 5.9 zeigt das erstellte dreidimensionale FE-Geometriemodell mit

Elementennetz.
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Abbildung 5.9: Darstellung des dreidimensionalen FE-Geometriemodells der HPDS-3000-
Hochdruckzelle mit Elementennetz.

Die Ergebnisauswertung erfolgte mit einer graphischen Konturliniendarstellung der
knotenbezogenen Ergebniswerte. Dabei zeigte sich, dass sich bei einem Systemdruck
von 3000 bar die Maximalbeanspruchung im Zellenunterteil im Bereich der ausgerunde-
ten Bauteilkante befindet (Abbildung 5.10). Die materialspezifische Festigkeitsgrenze

von Ry, = 1300 N/mm? wird erreicht.

Abbildung 5.10: Darstellung des Verlaufs der Von-Mises-Vergleichsspannung fiir das Zellenun-
terteil bei einem Druck von 3000 bar.

Beim Verschlussdeckel zeigt sich der Maximalwert der Beanspruchung im Bereich der
Ausrundung der Rundnut (Abbildung 5.11). Die Festigkeitsgrenze von

Rm = 1620 N/mm? des Federstahls ist in einigen Bereichen bereits leicht (iberschritten.
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Abbildung 5.11: Darstellung des Verlaufs der Von-Mises-Vergleichsspannung fir den Ver-
schlussdeckel bei einem Druck von 3000 bar.

Bei der Auswertung der Vergleichsspannung fir die Saphirfenster der Sichtzelle
(Abbildung 5.12) wird deutlich, dass besonders das Sichtfenster im Verschlussdeckel
den maximalen Spannungswerten ausgesetzt ist. Die zulassigen Materialwerte werden
laut der Berechnungen erheblich Uberschritten. Mdglicherweise verhindern die gleich-
mafige Beanspruchung bzw. die sproden Eigenschaften des Werkstoffes, dass die
Fenster trotz der Beanspruchung widerstehen. Die Erprobung von Prototypen bzw. das
Arbeiten mit der bestehenden Zelle bekraftigt jedoch die Richtigkeit der Berechnungen,
da es tatsachlich bei den Fenstern am ehesten zu Problemen kommt. Dies macht sich
durch Springe in den Saphirfenstern bemerkbar. In Kapitel 2.2.2.1 wurde bereits von
Hinweisen aus der Literatur berichtet, dass Fenster bei Uberbeanspruchung oder un-
sauberem Einpassen sehr schnell in waagrechte Schichten brechen. Ebenfalls kdnnen
die Literaturhinweise bestatigt werden, dass eine exakte Einpassung und eine einwand-
frei polierte bzw. gelappte Oberflache unbedingt erforderlich ist, da es sonst bereits bei

relativ geringen Systemdricken zu Schaden an den Fenstern kommt.
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Abbildung 5.12: Darstellung des Verlaufs der Von-Mises-Vergleichsspannung fir die Saphir-
fenster bei einem Druck von 3000 bar.

Da insbesondere die Saphirfenster in der jetzigen geometrischen Form das schwachste
Glied in der Konstruktion darstellen, wurde durch eine Vergro3erung des Neigungswin-
kel von 15 auf 45° untersucht, ob dies eine Verringerung der Beanspruchung bewirkt.
Dabei wurde errechnet, dass auch hier Spannungswerte auftreten, die die Material-

grenzen in ahnlicher Gréle Uberschreiten.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur lichtmikroskopischen Beobach-
tung von mikroskopisch kleinen Partikeln unter dem Einfluss von Hochdruck mit Hilfe
konventionell erhaltlichen optischen Geraten. Dabei wurden eingangs im Kapitel ,Stand
des Wissens” die wichtigsten aus der Literatur bekannten Methoden zur Hochdruckmik-
roskopie aufgefuhrt und erlautert. Dabei ist zu erkennen, dass die in der Vergangenheit
entwickelten Methoden es nicht ermoglichen, mikroskopische Bilder mit hoher optischer
Auflosung und befriedigender Qualitat bei einem hohen Druck (> 1000 bar) zu gewin-

nen.

Mit Hilfe der Grundlagen der Optik wurden die erforderlichen Dimensionen von Sicht-
fenstern fur Hochdrucksichtzellen hergeleitet, die bendtigt werden, die Leistungsfahig-

keit der benutzten Objektive voll auszuschopfen.

Im folgenden Kapitel wird das Herzstick der Methode, die HPDS-3000-Hochdruckzelle,
die benutzten optischen Gerate und samtliche Nebenaggregate, in ausfihrlicher Form
beschrieben. Diese Zusammenstellung der Aggregate ermdglichte es, lichtmikroskopi-
sche Beobachtungen von Partikeln mit einer optischen Auflésung von = 0,5 um bis zu

einem Druck von 3000 bar durchzufiinren.

Bei Untersuchungen an Zwiebelepithel- und Starkezellen zeigte sich, dass die gewon-
nen Bilder im Hellfeld im Durchlicht eine hervorragende Qualitat und keine erkennbare
spharische Aberration aufweisen. Insbesondere die Untersuchungen an Weizen-, Tapi-
oka- und Kartoffelstarke brachten neue Erkenntnisse Uber den Mechanismus der Star-

keverkleisterung unter Hochdruck.

Durch die Temperierung der relevanten Anlagenteile war es moglich, den Phasenuber-
gang verschiedener Lipide zu visualisieren und somit deren Schmelz- bzw. Erstarrungs-
linien in Abhangigkeit von Druck und Temperatur zu ermitteln. Untersuchungen im Be-
reich zwischen den beiden Linien zeigten, dass dort durch die Veranderungen der Pa-
rameter Druck und Temperatur finf verschiedene visuell unterscheidbare Kristalltypen

erzeugt werden konnen.

Experimente an der Grlnalge Spirogyra sollten Aufschluss dariber geben, ob die Anla-
ge in der Lage ist, auch farbige Objekte ohne erkennbare chromatische Bildfehler dar-

zustellen. Die brillanten Bilder zeigen, dass Hochdruck die Morphologie dieser Zellen
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extrem stark verandert. So kénnen bei Dricken tGber 500 bar bereits erste gravierende
Veranderungen an den Chloroplastenbandern und der Zellmembran beobachtet wer-

den.

Mit den Farbstoffen Methylenblau, Methylgrin, Trypanblau und Eosin Y wurde eine
Methode zur Durchfihrung eines Lebend-tot-Nachweis entwickelt, die es ermdglicht in-
situ Absterbekinetiken von Mikroorganismen zu ermitteln. Bei dem benutzten Keim
Schizosaccharomyces pombe konnte zusatzlich die druckbedingte Veranderung der
Projektionsflache bestimmt werden. Durch den Vergleich der Ergebnisse der Absterbe-
kinetiken mit den Ergebnissen der Veranderungen der Projektionsflachen konnte belegt
werden, dass die Verringerung der Projektionsflache sich im Moment der Anfarbung
volizieht, die ungefarbten Zellen jedoch keine detektierbaren GroRenveranderungen

erleiden.

Durch die Adaption der Hochdrucksichtzelle an ein inverses Fluoreszenzmikroskop war
es erstmals mdglich, fluoreszenzmikroskopische In-situ-Untersuchungen unter Hoch-
druck durchzufuhren. Dabei wurden an humanen Krebszellen mit den Farbstoffen PI,
Hoechst 33342 und DIOC6 Experimente unternommen. Hierbei wurden neue Erkennt-
nisse Uber die Membranintegritdt bzw. das mitochondriale Potential eukariontischer

Zellen unter Hochdruck gewonnen.

Eine weitere Anwendung war die Uberprifung der Membranintegritdt von Muskelzellen
der Maus unter Druck mit Hilfe von PI. Diese Experimente gaben Aufschluss Uber die
reversiblen und irreversiblen Veranderungen an Na*- und Ca?*-lononenkanalen unter

dem Einfluss von Hochdruck.

Im Ausblick der Arbeit wird anhand eines ersten Versuch in Verbindung mit einem kon-
fokalen Laser-Scanning-Mikroskop auf die Perspektiven und Erfolgschancen einer

solchen Methode in der Zukunft eingegangen.

Weiter wird eine Methode zur Abschatzung bzw. Optimierung der spharischen Aberrati-
on bei Verwendung von herkommlichen Long-Distance-Objektiven in Verbindung mit
Fenstern mit hoher optischer Dichte vorgeschlagen. Dabei wird auch auf die Er-

folgsaussichten der Benutzung von Diamant- anstatt von Saphirfenstern eingegangen.

AbschlieBend wird anhand von Festigkeitsberechnungen mit Hilfe der Finiten-
Elementen-Methode die Schwachen bzw. Potentiale der jetzigen Konstruktion durch-

leuchtet.
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Abbildung 8.1: Schaltplan des selbstentworfenen Messverstarkers (Messinterface, entwickelt

und hergestellt von Manfred Nerb und Anton Zimmerer / Ingolstadt).



Anhang 168

8.2 Ergebnisse der Messungen der Druck-Temperatur-Versuche der Kokosfette

in Tabellenform

Tabelle 3: Druck-Temperatur-Versuche Kokosfett Fluka

Temp Erstarren Schmelzen ittelt
°C | Versuch | Versuch | Versuch | Mittel- Std.- | Versuch | Versuch | Versuch | Mittel- Std.- ge,ml elte
1 2 3 wert | Abw. 1 2 3 wert | Abw. | Differenz

25,01 900 | 1000 | 1000 | 966,7 | 57,7 0 50 50 33,3 | 28,9 933,3
27,51 1100 | 1150 | 1100 | 1116,7 | 28,9 | 200 150 150 | 166,7 | 28,9 950,0
30,0] 1300 | 1300 | 1350 | 1316,7 | 28,9 | 350 300 300 | 316,7 | 28,9 | 1000,0
32,5] 1500 | 1450 | 1400 | 1450,0 | 50,0 | 500 500 450 | 483,3 | 28,9 966,7
35,0] 1650 | 1700 | 1650 | 1666,7 | 28,9 | 650 650 700 | 666,7 | 28,9 | 1000,0
37,5] 1850 | 1800 | 1800 | 1816,7 | 28,9 | 850 800 800 | 816,7 | 28,9 | 1000,0
40,0] 2000 | 2000 | 2000 |2000,0| 0,0 | 1100 | 1000 | 950 |1016,7| 76,4 983,3
42,5] 2250 | 2200 | 2200 | 2216,7| 28,9 | 1200 | 1250 | 1200 |1216,7| 28,9 | 1000,0
45,0] 2400 | 2350 | 2400 | 2383,3| 28,9 | 1350 | 1350 | 1400 |1366,7| 28,9 | 1016,7
47,5] 2650 | 2600 | 2600 | 2616,7 | 28,9 | 1600 | 1650 | 1550 | 1600,0| 50,0 | 1016,7
50,0] 2800 | 2800 | 2850 |2816,7 | 28,9 | 1800 | 1850 | 1850 |1833,3| 28,9 983,3

Tabelle 4: Druck-Temperatur-Versuche Kokosfett Tropicai

Temp Erstarren Schmelzen ittelt
°C | Versuch | Versuch | Versuch | Mittel- Std.- | Versuch | Versuch | Versuch | Mittel- Std.- ge_ml elte
1 2 3 wert | Abw. 1 2 3 wert | Abw. | Differenz

25,0] 1000 | 1050 | 1000 | 1016,7 | 28,9 50 100 100 | 83,3 | 28,9 933,3
27,5] 1200 | 1150 | 1150 | 1166,7 | 28,9 | 150 150 200 | 166,7 | 28,9 | 1000,0
30,0] 1400 | 1350 | 1350 | 1366,7 | 28,9 | 350 400 350 | 366,7 | 28,9 | 1000,0
32,5] 1550 | 1500 | 1500 | 1516,7 | 28,9 | 500 450 500 | 483,3 | 28,9 | 1033,3
35,0] 1700 | 1750 | 1700 | 1716,7 | 28,9 | 650 700 650 | 666,7 | 28,9 | 1050,0
37,5] 1900 | 1850 | 1900 | 1883,3 | 28,9 | 850 800 900 | 850,0 | 50,0 | 1033,3
40,0] 2100 | 2150 | 2050 | 2100,0| 50,0 | 1100 | 1000 | 1000 |1033,3| 57,7 | 1066,7
42,5] 2350 | 2300 | 2400 | 2350,0| 50,0 | 1300 | 1250 | 1250 |1266,7 | 28,9 | 1083,3
45,0] 2550 | 2500 | 2450 | 2500,0 | 50,0 | 1500 | 1400 | 1450 |1450,0| 50,0 | 1050,0
47,5] 2700 | 2700 | 2750 | 2716,7 | 28,9 | 1600 | 1650 | 1550 |1600,0| 50,0 | 1116,7
50,0] 2900 | 2900 | 2850 |2883,3| 28,9 | 1700 | 1800 | 1850 |1783,3| 76,4 | 1100,0

Tabelle 5: Druck-Temperatur-Versuche Kokosfett Walter-Rau

Temp Erstarren Schmelzen ittelt
°C | Versuch | Versuch | Versuch |  Mittel- Std.- | Versuch | Versuch | Versuch | Mittel- Std.- g(—::ml elte
1 2 3 wert | Abw. 1 2 3 wert | Abw. | Differenz

25,0] 850 800 750 | 800,00 | 50,0 | 100 50 100 | 83,3 | 28,9 716,7
27,5] 1050 | 1000 | 1050 |1033,33| 28,9 | 220 200 200 | 206,7 | 11,5 826,7
30,0] 1300 | 1250 | 1200 |1250,00| 50,0 | 400 350 400 | 383,3 | 28,9 866,7
35,0] 1700 | 1650 | 1600 |1650,00| 50,0 | 800 750 700 | 750,0 | 50,0 900,0
37,5] 1800 | 1850 | 1750 |1800,00| 50,0 | 850 850 900 | 866,7 | 28,9 933,3
40,0 1900 | 1950 | 1850 |1900,00| 50,0 | 1050 | 1050 | 1000 |1033,3| 28,9 866,7
45,0 2250 | 2200 | 2200 |2216,67| 28,9 | 1400 | 1350 | 1400 | 1383,3| 28,9 833,3
47,5] 2400 | 2450 | 2500 |2450,00| 50,0 | 1650 | 1600 | 1700 |1650,0| 50,0 800,0
50,0] 2800 | 2700 | 2650 |2716,67| 76,4 | 1900 | 1850 | 1950 |1900,0| 50,0 816,7
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8.3 Ergebnisse der Messungen der Druck-Temperatur-Versuche der Kokosfette

im Temperatur-Druck-Diagramm und in Gleichungsform
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Abbildung 8.2: Darstellung der Kristallisations- und Schmelzlinie von Tropicai-Kokosfett im
Temperatur-Druck-Diagramm. Die Mittelwerte mit Vertrauensintervallen (95 %) wurden aus

drei Messwerten errechnet.

Druck [bar]

bar
Pyristatiisation ($) = 7395? -8 -933bar Gleichung 8.1

bar
Pschmeizen ($) = 73,5¥ - 3—1761bar Gleichung 8.2
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Abbildung 8.3: Darstellung der Kristallisations- und Schmelzlinie von Walter-Rau-Kokosfett im
Temperatur-Druck-Diagramm. Die Mittelwerte mit Vertrauensintervallen (95 %) wurden aus
drei Messwerten errechnet.

bar
Prristattisation (F) = 71:7% -9 —949bar Gleichung 8.3

bar
Pschmeizen (F) = 71,7 oo $~1750bar Gleichung 8.4
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8.4 Ergebnisse der Messungen der Druck-Zeit-Versuche der Kokosfette in Ta-

bellenform

Tabelle 6: Walter Rau; 3 = 27,5 °C

Druck Kristallisation nach t [Min.]

[bar] Versuch | Versuch | Versuch Mittel- Std.-
1 2 3 wert Abw.
1100 0 0 0 0,0 0,0
1050 1 0,5 1 0,8 0,3
1000 2 3 3 2,7 0,6
900 4 4 3,5 3,8 0,3
800] 4,5 4,5 4 4,3 0,3
700 5 5 4,5 4.8 0,3
600] 5,5 5 5 5,2 0,3
500 6 6,5 6 6,2 0,3
400] 13 17 20 16,7 3,5
300] 30 35 40 35,0 5,0

250 - - -

Tabelle 7: Walter Rau; 3 = 30,0 °C

Druck Kristallisation nach t [Min.]

[bar] Versuch | Versuch | Versuch Mittel- Std.-
1 2 3 wert Abw.
1300 0 0 0 0,0 0,0
12501 0,5 0,5 1 0,7 0,3
1200 3 3 3,5 3,2 0,3
1100 4 4,5 5 4,5 0,5
1000 5 4,5 5,5 5,0 0,5
900 6 5 6 5,7 0,6
750 8 7 6,5 7,2 0,8
6001 20 25 20 21,7 2,9
500] 50 60 55 55,0 5,0

450 - - -

Tabelle 8: Walter Rau; 9 = 32,5 °C

Druck Kristallisation nach t [Min.]

[bar] Versuch | Versuch | Versuch Mittel- Std.-
1 2 3 wert Abw.
1450 0 0 0 0,0 0,0
1400] 0,5 0 1 0,5 0,5
1300 4 3,5 4 3,8 0,3
1200 5 5 5 50 0,0
1100 6 6 6 6,0 0,0
1000 7 6 7 6,7 0,6
900 12 11 10 11,0 1,0
800 18 19 25 20,7 3,8
700 60 60 60 60,0 0,0

600 - - -




Anhang 172

Tabelle 9: Fluka; 9 = 35,0 °C

Druck Kristallisation nach t [Min.]

[bar] | Versuch | Versuch | Versuch Mittel- Std.-
1 2 3 wert Abw.
1650 0 0 0 0,0 0,0
1600] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0
1500 6 5 6 5,7 0,6
1400 6 7 6 6,3 0,6
1300 7 7 7 7,0 0,0
1200 8 7 8 7,7 0,6
1100 13 13 13 13,0 0,0
1000 21 28 23 24,0 3,6
900| 60 60 55 58,3 29

800 - - -

Tabelle 10: Walter-Rau; 3 = 37,5 °C

Druck Kristallisation nach t [Min.]

[bar] | Versuch | Versuch | Versuch | Mittel- Std.-

1 2 3 wert Abw.
1850 0 0 0 0,0 0,0
1800] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0
1700 8 7 7 7,3 0,6
1600 8 9 7 8,0 1,0
1500 9 9,5 9 9,2 0,3

1400] 10 10 10 10,0 0,0
1300 14 12 14 13,3 1,2
1200] 31 25 27 27,7 3,1
1100] 50 53 55 52,7 2,5
1000 - - -

Tabelle 11: Fluka; 9 =40,0 °C

Druck Kristallisation nach t [Min.]
[bar] Versuch | Versuch | Versuch Mittel- Std.-
1 2 3 wert Abw.
2000 0 0 0 0,0 0,0
1900 1 0,5 0,5 0,7 0,3
1800 9 8 10 9,0 1,0

1700] 10 10 10 10,0 0,0
1600] 13 12 13 12,7 0,6
1500] 16 14 14 14,7 1,2
1400| 22 20 20 20,7 1,2
1350 50 55 50 51,7 29
1300 - - -
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8.5 Untersuchung von Schizosaccharomyces pombe mit dem Farbstoff Eosin Y

Tabelle 12: Eosin Y, Anzahl der ungefarbten Zellen in Abhangigkeit von Druck und Zeit.

Eosin Y Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Gesamtanzahl der Zellen 97 75 216
Zeit t [140] | Druck p [bar] | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter

0 1 94 72 210
5 500 94 72 210
10 1000 94 72 209
15 1500 93 72 208
20 2000 92 70 197
25 2500 83 59 181
30 3000 67 39 138
35 3000 34 33 84
40 3000 22 24 51
45 3000 7 14 37
50 3000 2 9 29
55 3000 2 9 23
60 3000 2 9 16
65 2500 1 9 16
70 2000 1 7 16
75 1500 2 7 17
80 1000 2 6 17
85 500 2 6 17
90 1 2 6 17
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Untersuchung von Schizosaccharomyces pombe mit dem Farbstoff Methy-
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Abbildung 8.4: Ein Probengemisch aus Schizosaccharomyces pombe und Methylenblau unter
dem Einfluss des Hochdrucks. Die Bilder sind im Hellfeld im Durchlicht mit dem Objektiv
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 aufgenommen worden.
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Tabelle 13: Methylenblau, Anzahl der ungefarbten Zellen in Abhangigkeit von Druck und Zeit.

Methylenblau Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Gesamtanzahl der Zellen 184 146 175
Zeit t [140] | Druck p [bar] | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter
0 1 154 124 165
5 500 151 123 165
10 1000 149 122 165
15 1500 145 120 164
20 2000 135 113 162
25 2500 113 101 138
30 3000 72 90 118
35 3000 47 65 84
40 3000 15 38 54
45 3000 9 25 33
50 3000 2 15 14
55 3000 2 10 10
60 3000 1 6 8
65 2500 1 7 9
70 2000 1 7 9
75 1500 1 6 8
80 1000 1 6 8
85 500 1 5 8
90 1 1 5 8
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Abbildung 8.5: Druckbedingte Abnahme der Anzahl ungefarbter Zellen fiir den Farbstoff Methy-

lenblau in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Die drei gekrimmten Kurven stellen je ein
Versuchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an.
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Abbildung 8.6: Druckbedingte Abnahme ungefarbter Zellen fur den Farbstoff Methylenblau in
Abhangigkeit vom Druck und der Zeit (relativ). Oben: Ergebnisse der einzelnen Versuche. Die
drei gekrimmten Kurven stellen je ein Versuchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweili-
gen Druck an. Unten: Mittelwerte der drei Versuche mit Vertrauensintervallen (95 %).
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8.7 Untersuchung von Schizosaccharomyces pombe mit dem Farbstoff Me-

thylgrin
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Abbildung 8.7: Ein Probengemisch aus Schizosaccharomyces pombe und Methylgriin unter
dem Einfluss des Hochdrucks. Die Bilder wurden im Hellfeld im Durchlicht mit dem Objektiv
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 aufgenommen.



Anhang

Tabelle 14: Methylgrin, Anzahl der ungefarbten Zellen in Abhangigkeit von Druck und Zeit.

Methvlarin Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Gesamtanzahl der Zellen 179 253 212
Zeit t [140] | Druck p [bar] | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter

0 1 167 234 189

5 500 154 231 185
10 1000 153 226 179
15 1500 144 214 173
20 2000 140 195 154
25 2500 99 135 113
30 3000 45 68 69
35 3000 20 34 47
40 3000 15 22 38
45 3000 13 16 29
50 3000 13 15 22
55 3000 12 12 19
60 3000 12 10 17
65 2500 12 10 16
70 2000 12 10 14
75 1500 11 10 12
80 1000 10 10 12
85 500 10 10 12
90 1 10 10 12

200
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Anzahl ungefarbter Zellen

40 50
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Abbildung 8.8: Druckbedingte Abnahme der Anzahl ungefarbter Zellen fir den Farbstoff Me-
thylgriin in Abhangigkeit vom Druck und Zeit. Die drei gekrimmten Kurven stellen je ein Ver-
suchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an.



Anhang

100 3500
= A + 3000
c 80 \\
c + 2500
3 60
e / \ 1 2000
[0} +1
£ 4 500
£ + 1000
20 |
g 1 500
> K
O T T T T T T T T 0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t [min]
100 I i 3500
i 80 } I — + 3000
E + 2500
3 60 / i \ + 2000
N
2 40 T + 1500
:®
S ][ + 1000
(@]
20 |
g 111 P
;
0 T L XL T I I $ } 0
0 20 40 60 80
t [min]

p [bar]

Druck [bar]

179

Abbildung 8.9: Druckbedingte Abnahme ungefarbter Zellen fur den Farbstoff Methylgrin in
Abhangigkeit vom Druck und der Zeit (relativ). Oben: Ergebnisse der einzelnen Versuche. Die
drei gekrimmten Kurven stellen je ein Versuchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweili-
gen Druck an. Unten: Mittelwerte der drei Versuche mit Vertrauensintervallen (95 %).
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8.8 Untersuchung von Schizosaccharomyces pombe mit dem Farbstoff Try-

panblau
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Abbildung 8.10: Ein Probengemisch aus Schizosaccharomyces pombe und Trypanblau unter
dem Einfluss des Hochdrucks. Die Bilder wurden im Hellfeld im Durchlicht mit dem Objektiv
N PLAN L 40x/0.55 Corr PH2 0-2/C 3.3-1.9 aufgenommen.
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Tabelle 15: Trypanblau, Anzahl der ungefarbten Zellen in Abhangigkeit von Druck und Zeit.

Trypanblau Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Gesamtanzahl der Zellen 228 152 172
Zeit t [140] | Druck p [bar] | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter | Zahl ungefarbter
0 1 218 145 157
5 500 212 142 154
10 1000 210 136 151
15 1500 200 121 144
20 2000 178 111 126
25 2500 143 94 104
30 3000 96 91 71
35 3000 39 39 37
40 3000 25 25 27
45 3000 11 15 16
50 3000 10 9 9
55 3000 6 6 5
60 3000 4 6 4
65 2500 4 5 3
70 2000 4 4 3
75 1500 4 4 3
80 1000 4 3 3
85 500 4 3 3
90 1 4 3 3
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Abbildung 8.11: Druckbedingte Abnahme der Anzahl ungefarbter Zellen fir den Farbstoff Try-
panblau in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Die drei gekrimmten Kurven stellen je ein
Versuchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an.
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Abbildung 8.12: Druckbedingte Abnahme ungefarbter Zellen fir den Farbstoff Trypanblau in
Abhangigkeit vom Druck und der Zeit (relativ). Oben: Ergebnisse der einzelnen Versuche. Die
drei gekrimmten Kurven stellen je ein Versuchsergebnis dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweili-
gen Druck an. Unten: Mittelwerte der drei Versuche mit Vertrauensintervallen (95 %).
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8.9 Untersuchung der Projektionsflache von Schizosaccharomyces pombe

unter dem Einfluss von Hochdruck (Daten fur alle vier Farbstoffe)

Tabelle 16: Veranderung der Projektionsflache von Schizosaccharomyces pombe unter dem
Einfluss von Hochdruck fir alle vier verwendeten Farbstoffe.

Metvlenblau Methvlarin
Zeit |Druck |Zelle 1|Zelle 2|Zelle 3| unaefarbte Zelle |Zelle 1|Zelle 2| Zelle 3| unaefarbte Zelle

[1401 | [bar] | fum?] | [um? | um?] [um?] [um? | fum? | Tum?] [um?]
0 1 41 142 |42 507 | 26 780 29 719 51 A24 |30 NR7 |34 AR? 28 499
5 500 [41.505(42.724|26.784 29.284 51.745|30.878|34.440 28.306
10 | 1000 [41.263]42.459|26.349 29.634 51.648|30.153|34.464 28.390
15 | 1500 [41.408(43.244|26.772 29.731 51.757|30.564 | 34.899 28.342
20 | 2000 [41.058]42.845|26.953 29.719 51.467|30.588 |34.996 28.318
25 | 2500 |40.937|42.157|26.845 29.320 51.395|30.636 |34.766 28.439
30 | 3000 [39.065|35.551|26.663 29.525 51.540{30.298|35.310 28.451
35 | 3000 |[35.708|35.237|23.777 29.658 51.008|25.782|35.092 28.402
40 | 3000 |35.455|35.020|23.306 29.453 51.334|25.057|35.068 28.427
45 | 3000 |35.431|35.370|23.512 29.272 41.094 |24.067 | 30.467 28.439
50 | 3000 |35.370]35.418|23.475 29.296 40.261|24.611|30.987 28.366
55 | 3000 |34.863|34.887|22.980 29.381 41.203|23.681|30.781 28.402
60 | 3000 |35.249|35.298|23.270 29.393 40.75623.004 |31.228 28.390
65 | 2500 [35.720[35.177|23.669 29.272 40.430|23.693|30.975 28.378
70 | 2000 |35.443|35.418|23.379 29.368 40.031]23.548|30.491 28.330
75 | 1500 |35.467|35.394|23.427 29.115 40.213|23.560|30.685 28.427
80 | 1000 |35.708|35.346|23.669 29.441 42.374124.019|32.146 28.390
85 | 500 [37.471]37.194|24.719 29.284 42.169|24.152|32.387 28.427
90 1 [37.375]35.829]24.985 29.525 42.410124.188|32.206 28.390

Trvpanblau Eosin Y

Zeit |Druck [Zelle 1| Zelle 2|Zelle 3| ungefarbte Zelle |Zelle 1|Zelle 2| Zelle 3| ungefarbte Zelle

[1401| [bar] | [um? | Tum? | [um?] [um?] [um?l | Tum?®] | [um?] [um?]
n 1 3R 751|22 992 |43 207 32 713 26 NARN | 3R A14 |37 435 20 9%2A
5 500 [39.065]23.463|43.437 32.472 26.591|36.469|37.037 30.443
10 | 1000 |38.763]23.403|43.231 32.581 27.02636.505|37.387 30.721
15 | 1500 [39.174]23.42743.038 32.762 27.811|36.964|37.230 30.745
20 | 2000 |38.896|23.065|43.062 32.641 27.545|37.145|36.904 30.407
25 | 2500 |33.800]23.161|42.881 32.581 27.074)36.445|36.928 30.781
30 | 3000 [33.462|23.174|41.384 32.496 26.567|36.795|36.855 30.419
35 | 3000 |33.643]19.659]38.800 32.810 26.555|36.868|36.300 30.661
40 | 3000 |33.281]19.309|36.638 32.641 25.987|36.095|36.071 30.431
45 | 3000 |33.438|19.189|35.551 32.556 22.171|31.880|35.744 30.491
50 | 3000 [33.148]18.802|35.068 32.653 22.195|31.349|31.337 30.685
55 | 3000 [33.571]18.464|34.525 32.581 21.724131.494|30.178 30.516
60 | 3000 [33.438]18.343|35.467 32.689 22.220]31.808|30.552 30.540
65 | 2500 |33.257|18.633|35.551 32.556 22.123|31.240|30.467 30.431
70 | 2000 |33.317]18.247|35.431 32.496 22.521|31.252|30.274 30.455
75 | 1500 |33.559]18.730]35.563 32.556 22.509|31.977|30.636 30.528
80 | 1000 |34.597]19.587|36.988 32.629 23.765|32.834|31.844 30.648
85 | 500 [34.440[19.213|36.928 32.605 23.439|32.798|31.796 30.455

90 1 [34.428|19.237|37.097 32.593 23.741[32.689|31.542 30.395
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8.10 Diagramme zur Projektionsflachenveranderung von Schizosaccharomyces

pombe unter dem Einfluss von Hochdruck bei Methylgrin
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Abbildung 8.13: Druckbedingte Abnahme der Projektionsflache ungefarbter bzw. gefarbter
Zellen in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Oben: Absolute Werte; unten: Relative Werte.
Das Diagramm zeigt die Ergebnisse der Versuche mit dem Farbstoff Methylgrin. Die drei ge-
krimmten, durchgezogenen Kurven stellen je ein Versuchsergebnis fiir angefarbte Zellen dar.
Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an. Die annahernd waagrechte Linie zeigt den
Verlauf einer ungefarbten Zelle.
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8.11 Diagramme zur Projektionsflachenveranderung von Schizosaccharomyces

pombe unter dem Einfluss von Hochdruck bei Trypanblau
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Abbildung 8.14: Druckbedingte Abnahme der Projektionsflache ungefarbter bzw. gefarbter
Zellen in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Oben: absolute Werte; unten: relative Werte.
Das Diagramm zeigt die Ergebnisse der Versuche mit dem Farbstoff Trypanblau. Die drei ge-
krimmten, durchgezogenen Kurven stellen je einen Versuchsergebnis fir angefarbte Zellen
dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an. Die annahernd waagrechte Linie zeigt den
Verlauf einer ungefarbten Zelle.
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8.12 Diagramme zur Projektionsflachenveranderung von Schizosaccharomyces

pombe unter dem Einfluss von Hochdruck bei Eosin Y
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Abbildung 8.15: Druckbedingte Abnahme der Projektionsflache ungefarbter bzw. gefarbter
Zellen in Abhangigkeit vom Druck und der Zeit. Oben: absolute Werte; unten: relative Werte.
Das Diagramm zeigt die Ergebnisse der Versuche mit dem Farbstoff Eosin Y. Die drei ge-
krimmten, durchgezogenen Kurven stellen je einen Versuchsergebnis fir angefarbte Zellen
dar. Die vierte Kurve zeigt den jeweiligen Druck an. Die annahernd waagrechte Linie zeigt den
Verlauf einer ungefarbten Zelle.
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8.13 Listing zur objektseitigen Schnittweitendifferenz in Mathcad-Syntax

np = 1.00028 Brechungsindex von Luft

Npopimal -= 1.525  Brechungsindex eines Deckglases

NMedium = 1.33 Brechungsindex von Wasser

SMedium = 25- pm  Abstand des Objektes vom Deckglas

3optimal := 1.9~ mm freier Arbeitsabstand des Objektivs, bei der jeweiligen Deckglaskorrektur

doptimal := 2.0- mm  maximale Deckglaskorrektur des Objektivs flr optisches Glas

NA :=0.55 numerische Apertur des Objektivs

0. = asin(NA) halber Offnungswinkel des Aperturkegels

Berechnung der Funktion hObjektiv((aOpﬁma]). Diese Funktion gibt zu jedem Winkel @ i, den dazugeho-

rigen Punkt auf der Frontlinse des benutzten Objektivs wieder. Dabei wird davon ausgegangen, dass das

Objektiv fur diesen Fall optimal eingesetzt wird und fur diesen Fall vollstdndig spharisch korrigiert ist.

- ®max

®, . :=0,0.005.
optimal 180- Grad

Bereichsvariable zwischen einem sehr kleinen @, und dem maximalen Winkel ©,,, fir dieses
Objektiv
h2optimal(®optimal) = Aoptimal * tan(('aoptimal)

waagrechter Abstand zwischen dem Austritt des Strahls aus der planparallelen Platte und dem Eintritt in
das Objektiv

np - Sin(®optimal) j

€ 0ptima1(® optimal) = asin
NEoptimal

Winkel, mit dem sich der Strahl in der planparallelen Platte ausbreitet

hloptimal(®optimal) = doptimal ' tan(goptimal((aoptimal))
waagrechter Abstand zwischen dem Eintritts- und dem Austrittspunkt des Strahls bei der planparallelen
Platte

NEoptimal * Sin(s 0ptimal(® optima1>) J

€ Mediumoptimal(® optimal) (=asin
NMedium

Winkel, mit dem der Strahl sich im Medium ausbreitet

hOoptimal(® optimal) "= SMedium * tan(s Mediumoptimal(® optimal))

waagrechter Abstand zwischen dem Objekt bzw. der optischen Achse und dem Eintritt des Strahls in die
Planparallelplatte

hObjektiv(® optimal) = hloptimal(® optimal) + h20ptimal(® optimal) + hOoptimal(® optimal)

waagrechter Abstand zwischen dem Objekt bzw. der optischen Achse und dem Eintritt des Strahls in das
Objektiv
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hObjektiv (® optimal )
mm

|
0 20

®optimal
Grad

Nun soll ermittelt werden, wie gro3 die objektseitige Schnittweitendifferenz fir jeden Strahl ist, wenn eine
andere Deckglasdicke bzw. ein anderes Material mit anderer optischer Dichte gewahlt wird.

Hierzu kann die Entscheidung getroffen werden, welcher Strahl (hObjektiv(® ) als Referenz gewahlt

optimal)
werden soll. Dieser Strahl bildet dann das Objekt in derselben Bildebene ab als herrschten optimale

Bedingen. Die Wahl kann mit dem Winkel @ y.n, 9etroffen werden. Daraus ergibt sich fiir eine wéahlbare

Dicke der Planparallelflache ein freier Arbeitsabstand.

1
OReferenz'= Omax - —

Wahl des Strahls, welcher ohne spharische Aberration auf die Bildebene auftrifft

d 2.10- mm

gewihlt *=
frei wahlbare Dicke der Planparallelplatte (Fenster)

NFMaterial = 1765
optische Dichte des eingesetzten Fenstermaterials
.| DL- Sin(@)Referen)
8F(®Referen2) =asmf
NEMaterial
Winkel des Referenzstrahls in der Planparallelplatte

NEMaterial * Sin(8 F (® Referenz)) j

NMedium

€ Medium(® Referenz) = asin(

Winkel des Referenzstrahls im Medium
ho(®Referenz) = taﬂ(ﬁMedium(® Referenz)) * SMedium
waagrechter Abstand zwischen dem Objekt bzw. der optischen Achse und dem Eintritt des Referenz-
strahls in die Planparallelplatte
hl(®Referenz) = tan(gF(G)Referenz)) - dgewinlt
waagrechter Abstand zwischen dem Eintritts- und dem Austrittspunkt des Referenzstrahls bei der planpa-
rallelen Platte
(hObjektiv(®ReferenZ) - ho(® Referenz) - h1(@ Referenz))
tan (® Referenz)

a( C Referenz) =

a(© Refereny) = 2.02171mm
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Hat man den Referenzstrahl, das Material und die Dicke der Planparallelflache gewahlt, so erhdlt man

a(@)Referem). Bei diesem freien Arbeitsabstand bildet der Referenzstrahl den Objektpunkt in der Bildebene

als einen Punkt ab.

Alle anderen Strahlen bilden in dieser Brennebene Bildpunkte von Objektpunkten ab, die vor bzw. hinter
dem tatsachlichen Objekt auf der optischen Achse liegen. Welche Punkte die Strahlen abbilden, wird hier
berechnet.

nr - Sin(®0ptima1)
hOgewéihlt(G)optimal) = hObjektiV(®optimal) - dgewéihlt - tan| asin - a(®Referen7) ’ tan(®optimal)
NEMaterial

Berechnung der waagrechten Differenz des Eintritts des Strahls in die planparallele Platte und dem
Objekt.

20
hOgewéhlt (G)optimal) 10— _
pm
|

0

0 20

®oplima1
Grad

Berechnung der Schnittweitendifferenz mit den gefundenen Geometrien des Strahlenganges:

np - Sin(®optimal) j

€ F(® optimal) ;= asin
NFMaterial

Winkel der Strahlen im eingesetzten Fenster

NEMaterial * Sin(g F(G) optimal)) ]

€ Medium(® optimal) = asin
NMedium

Winkel der Strahlen im Medium

hOgewﬁhlt(® optimal)
AS(®0ptimal> = ~ SMedium
tan (8 Medium(® optimal))
10—
AS((')optimal )
pm N 1
0 l
20
Grad
Berechnung der Schnittweitendifferenz. Winkelbereich fir As(@opﬁmal) <0:

Das Objektiv bildet in der Bildebene nicht das Objekt scharf ab, sondern Punkte auf der optischen Achse,
die hinter dem Objekt liegen.
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Winkelbereich fiir As(© > 0:

optimal)
Das Objektiv bildet in der Bildebene nicht das Objekt scharf ab, sondern Punkte auf der optischen Achse,
die vor dem Objekt liegen.

Das Ergebnis kann durch die Wahl von d durch lteration so verbessert werden, dass die Differenz

gewdhlt

zwischen den maximalen und dem minimalen AS(®optimal) mdglichst gering ist.
Ein anderer Ansatz ist, dass als Referenzstrahl ein extrem achsennaher Strahl gewahlt wird. Das bedeu-

tet, dass Op rren, 9€gen O geht.

O pnin :=— - Grad

8 |~

Aus den Bedingungen fir den auflersten Strahl, der die numerische Apertur zulasst (Onax), wird die
Funktion agei(Omax) = f(d) erstellt (Maximalstrahl muss das Objekt in der Bildebene abbilden). Aus den
Bedingungen fir den extrem achsennahen Strahl (O,,) wird die Funktion d(®, ) = f(a) bestimmt und in
die Funktion ag.i(@max) = f(d) eingesetzt. Auf beiden Seiten der Gleichung befindet sich nun der Term age;.
Er ist nun jedoch unabhangig von d(Onin )- asei kann nach Umstellung der Gleichung errechnet werden.
Aus der Funktion d(®, ) = f(a) kann drxi berechnet werden (Gleichungen werden aufgrund der grof3en

Lange hier nicht dargestellt).

e  0.0.005,, - max.
optimal = T 180+ Grad

Bereichsvariable zwischen einem sehr kleinen ©;,, und dem maximalen Winkel © fir dieses

max
Objektiv

np - sinl O gytim . )
& (O optimal) = asin(m) Winkel des Strahls in der Planparallelplatte

NEMaterial

NEMaterial * sin ( € F(G) 0ptima1)>

gMediHm((BOPtimal) = asin( NMedi ]
Medium Winkel des Strahls im Medium

h0(® optimal) = tan (8 Medium(® optimal)) * SMedium

waagrechter Abstand zwischen dem Objekt bzw. der optischen Achse und dem Eintritt des Referenz-

strahls in die Planparallelplatte

h1(®optimal) = tan(‘gF(®optimal)) ’ d(®min)

waagrechter Abstand zwischen dem Eintritts- und dem Austrittspunkt des Strahls bei der planparallelen
Platte

h2(® optimal) = tan (® optimal) : a( 0 max)

waagrechter Abstand zwischen dem Austritt des Strahls aus der planparallelen Platte und dem Eintritt in
das Objektiv

. np - Sin(®optimal)
hOgewéihlt(@)optimal) = hObjektiV(®optimal) - d(®min) - tan| asin — Afrei” tan(®0ptima1>
NEMaterial
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Berechnung der waagrechten Differenz zwischen dem Eintritt des Strahls in die planparallele Platte und
dem Objekt

10— =

hOgewéihlt (Goptimal )
um

0 | —
20

S

®0ptimal

Grad © ax = 33.367Grad

Berechnung der Schnittweitendifferenz mit den gefundenen Geometrien des Strahlenganges:

hOgewﬁhlt(® optimal)
As (® 0ptima1> = ~ SMedium
tan (8 Medium(® optimal) )
2
AS((')optimal )
pum
_— 0 —
|
20
Goptimal

Grad
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