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Methode:

Methoden der Interferenzmikroskopie

Literatur: Ausfihrliches Verzeichnis auf Blatt 17.

Anwendungsbereich:

Alle Phasen- und Phasen—-Amplitudenobjekte im Durchlicht.

1. Einfuhrung

Die Interferenzmikroskopie ist ein recht junges
Teilgebiet der angewandten Mikroskopie. Das
ilteste Durchlicht-Interferenzmikroskop wurde
zwar schon 1893 von SIRKS beschrieben, aber mit
diesem Gerit und den spiteren Konstruktionen
konnten nur schwache VergroBerungen erzielt
werden. Leistungsfihige, nach dem Shearing-
Verfahren arbeitende Interferenzmikroskope
standen erst nach 1950 zur Verfiigung.

In der zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts hat
ERNST ABBE begriindet, da3 die Interferenz des
Lichtes die entscheidende Rolle flir die mikro-
skopische Abbildung spielt. Aufgrund dieser Tat-
sache konnte man jede Art von Mikroskopie als
Interferenzmikroskopie bezeichnen. Das wesent-
liche Merkmal der Interferenzmikroskopie be-
steht jedoch darin, daB unabhingig vom Objekt
eine Aufspaltung des Strahlenganges in zwei
oder mehrere kohdrente Anteile erfolgt, die auf
ihrem Weg bis zur Bildebene unterschiedlich be-
einflut werden (BEYER, 1974). Wenn die beiden
interferierenden Strahlenbiindel geneigr aufein-
andertreffen. entstehen in der Bildebene parallel
zueinander verlaufende Interferenzstreifen, die
von Inhomogenititen in der Objektebene (Ho-
hen- oder Brechzahlunterschiede) ausgelenkt
werden. Mit kleiner werdender Neigung der in-
terferierenden Strahlenbiindel wird der Streifen-
abstand groBer und geht bei zueinander paral-
lelen Strahlenbiindeln nach Unendlich. Die Zwi-
schenbildebene erscheint dann homogen hell
oder dunkel bzw. farbig. Inhomogenititen in der
Objektebene heben sich vom Umfeld mehr oder
weniger kontrastreich ab. Zum besseren Ver-
stindnis der Wirkungsweise des Interferenzmi-
kroskops und um seine Moglichkeiten voll aus-
schopfen zu konnen, sollen zunichst die wichtig-
sten Grundlagen behandelt werden.

Amplitude, Phase und Gangunterschied

Unter Interferenz des Lichtes versteht man ganz
allgemein die Uberlagerung von zwei Lichtwel-
len, die mit einer Verstirkung oder Abschwi-
chung der Intensitit verbunden ist. Die Begriffe
Amplitude und Phase spielen dabei die wichtig-
ste Rolle. Bild 1 zeigt eine Sinuswelle. Die Am-
plitude a, gibt die maximale Schwingungsweite
an, deren Quadrat der Intensitit proportional ist.
Die momentane Auslenkung a aus der Nullage
wird durch die Phase oder den Phasenwinkel ¢
bestimmt: a=a, -sin ¢. Der Abstand zweier
gleichsinniger Nulldurchginge entspricht einer
Phasendifferenz von 360°. also einem Vollwin-
kel, der als Wellenlange A bezeichnet wird. Wenn
zwei von dem gleichen Lichtquellenpunkt ausge-
gangene Lichtwellen unterschiedliche optische
Weglidngen zuriicklegen, treffen sie mit einer ge-
wissen Phasendifferenz wieder zusammen.

Der optische Weg ist das Produkt aus dem geo-
metrischen Weg ¢ und der Brechzahl n des
durchlaufenen Mediums. Die Differenz ¢ der op-
tischen Weglangen zweier Lichtstrahlen, die vom
gleichen Lichtquellenpunkt ausgingen und zwei
unterschiedlich dichte Medien durchlaufen ha-
ben, wird als Gangunterschied 4 bezeichnet:
A=0(d-n). Bei gleichem geometrischen Weg
fir beide Lichtwellen und unterschiedlichen
Brechzahlen wird daraus 4=d- dn und bei glei-
chen Brechzahlen. aber unterschiedlichen geo-
metrischen Wegen d=n-dd. Bild 2a zeigt ein
gleichmiBig dickes Objekt mit den Brechzahlen
ny und n,. Bild 2b hingegen zeigt ein Objekt mit
der einheitlichen Brechzahl n. aber von unter-
schiedlicher Dicke d. In beiden Fillen wird ein
Gangunterschied der Lichtwellen hervorgerufen.

Bild I: Sinuswelle. Erklirung
im Text.
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Es ist tiblich, den Gangunterschied in um oder
als Anzahl von Wellenlingen A anzugeben, wo-
bei gleichzeitig die Interferenzordnung festgelegt
wird:

A=d/) - dn oder A=n/1- dd.

Durch Multiplikation des in Wellenlingen ange-
gebenen Gangunterschiedes 4 mit dem Vollwin-
kel 360° ergibt sich die Phasendifferenz ¢, die
auch als relative Phasendrehung bezeichnet
wird:

@=d/A- on-360°.

Wenn zwischen zwei Wellen eine Phasendiffe-
renz von 0° oder 360° bzw. n-360° (n=ganze
Zahl) besteht, so beobachtet man eine Verstir-
kung der Intensitit, bei einer Phasendifferenz

Bild 2: Gangunterschied der Lichtwellen. a durch den
Unterschied der Brechzahlen von n, und n,, b durch
den Unterschied der Dicke d.

A A

a) ny n, ny

iy

e

b)

von 180° oder (2n-1)-180° eine maximale

Schwiichung.

Damit die Lichtwellen tiberhaupt miteinander

interferieren konnen, mufl das Licht kohirent

sein. d.h. es muf3 folgende Bedingungen erfiil-

len:

1. Die Lichtwellen missen gleichzeitig in dem
Raumgebiet wirken.

2. Wihrend des Beobachtungszeitraumes miissen

konstante Phasenbeziehungen bestehen.

. Die Wellenlidngen miissen gleich sein.

4. Die Wellen missen in der gleichen Ebene

schwingen.

. Bei ausgedehnten Lichtquellen dar{ der Diver-

genzwinkel des abgestrahlten Lichtes nicht zu

grof3 sein.
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Interferenzmikroskopische Verfahren

Wenn die Gangunterschiede zwischen den bei-
den kohiirenten Anteilen des Lichtes nicht zu
grol sind und ihre zugeordneten Strahlrich-
tungen einen kleinen Winkel miteinander bilden,
entstehen in der Bildebene Interferenzstreifen.
Diese sehr geliufige Untersuchungsart wird als
Streifenmethode™ bezeichnet und vorwiegend
fuir Gangunterschiedsmessungen an grof3flichi-
gen Objekten und Fasern benutzt. Durch Verrin-
gerung der Strahlneigung lassen sich die Interfe-
renzstreifen so weit auscinanderziehen. bis das
ganze Sehfeld in einer homogenen Farbe er-
scheint. Ein Phasenobjekt wird dann je nach

dem Gangunterschied zwischen den beiden ko-
hirenten Lichtanteilen dunkel auf hellem Grund
oder umgekehrt abgebildet. In diesem Falle
spricht man von ,Interferenzkontrast® oder
-homogener Interferenz”, die nicht mit dem
besser bekannten Differential-Interferenzkontrast
(DIK) verwechselt werden darf. Bei den soge-
nannten ,,Shearing-Verfahren“ werden in der
Bildebene zwei kohirente Bilder des gleichen
Objektes erzeugt, die seitlich gegeneinander ver-
setzt sind. Bei der differentiellen Bildaufspaltung
entspricht die Aufspaltungsgrofle etwa der Auf-
losungsgrenze des verwendeten Objektivs. Man
bezeichnet diese Methode als Interferenzkontrast
mit differentieller Bildaufspaltung oder ,diffe-
rentiellen Interferenzkontrast. Von vielen Auto-
ren wird sie auch ,,Differential-Interferenzkon-
trast (DIK)* genannt. Ahnlich wie das Phasen-
kontrastverfahren wird sie meistens fiir qualita-
tive Untersuchungen bevorzugt. Betrigt die Bild-
aufspaltung ein Mehrfaches der Auflosungs-
grenze oder ist sie sogar groBer als das Objekt, so
spricht man vom ,,Shearing-Verfahren mit tota-
ler Bildaufspaltung. Es kann in Verbindung mit
der Streifenmethode und dem beschriebenen ho-
mogenen Interferenzkontrast zur Vermessung
von Phasenobjekten verwendet werden. Ob die
beschriebenen interferenzmikroskopischen Ver-
fahren bei Durchlicht- oder Auflichtbeleuchtung
eingesetzt werden, ist in diesem Zusammenhang
von untergeordneter Bedeutung.

Man kann die Interferenzmikroskope in zwei
groBe Gruppen einteilen: 1. in solche, bei denen
der Vergleichsstrahlengang nichr vom Objekt be-
einfluft wird (KRUG, Lau, HORN, DYSON u.a.)
und 2. in Anordnungen, bei denen das Objekt
auch den Vergleichsstrahlengang verdndert (JA-
MIN und LEBEDEFF, SMITH, NOMARSKI. PLUTA
u.a.). Die zur zweiten Gruppe gehorenden Geré-
te werden auch als Polarisations-Interferenzmi-
kroskope bezeichnet, weil bei ihnen die Doppel-
brechung in Kristallen und die Polarisation des
Lichtes eine groBe Rolle spielen. Sie haben in
der Praxis die groBBte Bedeutung erlangt und sol-
len deshalb in diesem Beitrag ausschlieBlich be-
handelt werden.

Wirkungsweise des Wollaston-Prismas

Das Wollaston-Prisma besteht aus zwei verkitte-
ten Einzelprismen aus Quarz, deren optische
Achsen senkrecht aufeinanderstehen (Bild 3).
Eine linear polarisierte Welle mit der Wellen-
front ¥ spaltet im unteren Teilprisma in zwei li-
near polarisierte Teilwellen auf, die als ordent-
liche und auBerordentliche Welle bezeichnet
werden. Eine Wellenfront ist die Verbindungsli-
nie der Stellen gleicher Phase innerhalb einer
Wellengruppe. Im gelben Natriumlicht hat die
ordentliche Welle die Brechzahl 1,5442, die
aullerordentliche jedoch die Brechzahl 1,5534,
was einer Brechzahldifferenz von 0.0092 ent-
spricht. Da in positiv einachsigen Kristallen, zu
denen auch der Quarz gehort, die Wellenge-
schwindigkeit der Brechzahl umgekehrt propor-
tional ist, hat die ordentliche Welle eine groBere
Geschwindigkeit als die auBerordentliche. Im
unteren Teilprisma eilt die ordentliche Wellen-
front X, der auBerordentlichen Wellenfront X,
voraus. An der Kittfliche zwischen den beiden
Teilprismen  tritt eine angulare Wellenspaltung
auf. Ordentliche und auBerordentliche Welle
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laufen auseinander, wobei im oberen Teilprisma
die ordentliche zur auBerordentlichen und um-
gekehrt die auBerordentliche zur ordentlichen
Welle wird. Jetzt eilt die auBerordentliche Wel-
lenfront ¥, der ordentlichen X, voraus. Beim
Austreten aus dem oberen Teilprisma haben
schlieBlich beide Wellen etwa gleich groBe opti-
sche Wege durchlaufen. Ihr Gangunterschied ist
gleich null.

ao (o]

Bild 3: Wollaston-Prisma. ao auBerordentliche Welle. o
ordentliche Welle. Erklarung im Text.

Bei den interferenzmikroskopischen Anord-
nungen nach SMITH, NOMARSKI und PLUTA bzw.
den davon abgeleiteten Geriten befinden sich
ein oder zwei modifizierte Wollaston-Prismen im
abbildenden Strahlengang. wihrend ein weiteres
im Beleuchtungsstrahlengang angeordnet sein
kann. Letzteres 148t sich auch durch eine Spalt-
blende oder ein Gitter ersetzen.

Aus der Farbtafel nach MICHEL-LEVY ist zu erse-
hen, dal dem Gangunterschied Null die Interfe-
renzfarbe Schwarz zukommt. Es handelt sich
also um die Stellung des Wollaston-Prismas, bei
der man beim homogenen und differentiellen
Interferenzkontrast einen schwarzen Bildunter-
grund erhilt. Durch Verschieben des Prismas
senkrecht zur Richtung des einfallenden Licht-
biindels wird der Bilduntergrund jedoch farbig.
In diesem Falle erreicht die Wellenfront X im
unteren Teilprisma einen so groBen Vorsprung
gegeniiber X0, daB dieser im oberen Teilprisma
nicht mehr kompensiert werden kann. Auch der
umgekehrte Fall kann eintreten. Zwischen den
beiden Wellenfronten entsteht ein mehr oder we-
niger groBer Gangunterschied. der fiir die Farbe
des Bilduntergrundes maBgebend ist. Bild 4
macht deutlich, warum beim Verschieben des

Prismas senkrecht zur Richtung des einfallenden
Lichtes Gangunterschiede entstehen. Bei den
Interferenzmikroskopen spielt die Querverschie-
bung des Prismas eine groBe Rolle bei der Mes-
sung von Gangunterschieden und bei der farbi-
gen Kontrastierung. Dabei ist es eigentlich ohne
Bedeutung, ob das Prisma im Abbildungs- oder
Beleuchtungsstrahlengang verschoben wird. Le-
diglich aus geritetechnischen Griinden wird das
Prisma im abbildenden Strahlengang verschieb-
bar angeordnet.

Interferenzmikroskope mit nur einem Wollaston-
Prisma

Fiir die interferenzmikroskopische Messung und
Kontrastierung geniigt prinzipiell schon ein ein-
ziges, im abbildenden Strahlengang befindliches
Wollaston-Prisma (Bild 5). Der von diesem her-
vorgerufene Gangunterschied zwischen den bei-
den Teilwellen hingt sehr stark von der Neigung
der einfallenden Strahlen ab, so daB bei groBen
Beleuchtungsaperturen die stark geneigten inter-
ferierenden Strahlen Helligkeit geben konnen,
wihrend die parallel zur optischen Achse einfal-
lenden sich gegenseitig ausloschen. Es sind also
nur fir sehr kleine Beleuchtungsaperturen gute
Kontraste zu erwarten. Theoretisch und experi-
mentell kann nachgewiesen werden, daf3 die Be-
leuchtungsapertur bei der differentiellen Bild-
aufspaltung in der Aufspaltungsrichtung % der
Objektivapertur nicht iibersteigen darf. Beim
Shearingverfahren mit totaler Bildaufspaltung,
wo die Aufspaltungsgrofe das 25- bis 50fache
der Auflésungsgrenze betragen kann, muf3 die
Beleuchtungsapertur auf Yoo bis %00 der Objek-
tivapertur eingeschrankt werden, was mit Hilfe
einer verstellbaren Spaltblende erreicht werden
kann (Bild 5). Bildhelligkeit und Bildqualitit
werden hierdurch stark reduziert. Weil aber an-
dererseits der Aperturfehler eliminiert wird, kon-
nen mit der Spaltblende und nur einem Wolla-
ston-Prisma sehr genaue Messungen durchge-
fuhrt werden.

Der Mangel an Bildqualitat infolge stark einge-
schrinkter Beleuchtungsapertur wird bei den
Interferenzanordnungen nach SMITH und No-
MARSKI mit einem Kompensationsprisma im Be-
leuchtungsstrahlengang behoben. Die nach die-
sem Prinzip arbeitenden Interferenzmikroskope
werden in einem spéteren Teil des Beitrages be-
schrieben. Hier sei nur darauf hingewiesen, daf3
man bei ihnen zwar die volle Beleuchtungsaper-
tur ausnutzen kann, daB3 sie aber fur eine grofe
Bildaufspaltung nicht geeignet sind. weil Astig-
matismus und Farbfehler wegen des hierfur er-
forderlichen groBen Prismenwinkels und der
groBeren Prismendicke nicht beseitigt werden
konnen.

Bild 4: Verschiebung des Wolla-
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Der Aufbau eines Polarisations-Interferenzmi-
kroskops mit nur einem doppelbrechenden Pris-
ma wird in Bild 5 gezeigt. Das aus dem Kollektor
(Kol) austretende und vom Spiegel (Sp) umge-
lenkte Licht wird vom Polarisator (P) linear po-
larisiert. In der Eintrittspupille des Mikroskops
befindet sich eine Spaltblende (S), die zusam-
men mit dem Kondensor (K) einen Kolimator
bildet, aus dem parallele Biindel kohirenten
Lichtes austreten. Hinter dem Objektiv (Ob)
ist ein modifiziertes Wollaston-Prisma (W) an-
geordnet, das mit Hilfe von Mikrometerschrau-
ben horizontal und vertikal verschoben werden
kann. Nach dem Durchgang durch den Analysa-
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Bild 5: Aufbau eines Polarisations-Interferenzmikro-

skops flir Durchlicht mit nur einem Wollaston-Prisma.
Erkldrung im Text.

tor (4) sind zwei Teilwellen entstanden, die in
zueinander parallelen Ebenen linear polarisiert
sind und miteinander interferieren konnen. Als
Folge dieser Uberlagerung entsteht in der Bild-
ebene des Mikroskops ein Interferenzbild von
geradlinigen Interferenzstreifen. das mit dem
Okular (Ok) beobachtet werden kann.

Die hier verwendete Sonderform eines Wolla-
ston-Prismas bewirkt eine Aufspaltung der Wel-
lenfront des Lichtes in zwei Teilwellenfronten,
mit einer entsprechenden Phasenverschiebung.
Der Trennungswinkel & der beiden Wellenfron-
ten ist um so groBer. je groBer der Brechungs-
winkel a des Prismas ist. In Abhidngigkeit von
der Art der Untersuchung oder Messung an dem
Objekt kann man den Brechungswinkel des Pris-
mas groBBer oder kleiner wihlen. Von M. PLuTA
wurde deshalb ein Zwischentubus konstruiert,
der drei schaltbare, horizontal und vertikal ver-
schiebbare Prismen mit wunterschiedlichem Bre-
chungswinkel enthilt. die wahlweise in den
Strahlengang gebracht werden koénnen. Dabei
wird die mechanische Tubuslinge des Zwischen-
tubus von den beiden Hilfslinsen L, und L, auf
den Faktor 1,0 gebracht. Bild 5 zeigt die drei
Prismen in der Ebene oberhalb des Objektivs.
Diese sinnvolle Konstruktion ermoglicht den ra-
schen Ubergang von einer interferometrischen
Methode auf die andere.

Die Intensitit der Interferenzstreifen ist am
groBten, wenn die Schwingungsrichtungen von
Polarisator und Analysator zueinander senkrecht
oder parallel eingestellt sind und mit der bre-
chenden Kante des Prismas einen Winkel von
45° bilden. Sie liegen im Innern des Prismas
oder in einem gewissen Abstand unter diesem,
nidmlich dort, wo die Trennungspunkte der
Lichtstrahlen liegen. Der Abstand 4 der Interfe-
renzstreifen ist auf der ganzen Lange des Prismas
gleich groB3 und entspricht der Formel /= Licht-
wellenlinge/Trennungswinkel der Wellenfron-
ten. Bei gekreuztem Polarisator und Analysator
bilden sich die Streifen an Stellen, wo der Gang-
unterschied zwischen den interferierenden Wel-
len gleich Null ist oder einem ganzen Vielfachen
der Wellenldnge entspricht. Bei parallel zueinan-
der eingestelltem Polarisator und Analysator lie-
gen die Streifen dort, wo der Gangunterschied
einem ungeraden Vielfachen von 4/2 gleich ist.
Bei Verwendung von weiBem Licht sind die
Interferenzstreifen mit Ausnahme des Null-
streifens farbig, wobei sie in Richtung der hohe-
ren Interferenzordnungen ihre Intensitit allmah-
lich verlieren. Im monochromatischen Licht sind
sie stets schwarz.

Das Streifeninterferenzbild entsteht nur dann in
der Bildebene des Mikroskops, wenn die Ebene
der Interferenzstreifen des Prismas ( W) sich nicht
mit dem Bildbrennpunkt des Objektivs (Ob)
deckt. Wird das ‘Prisma (bei PLuta durch die
vertikale Verschiebung) dem Objektiv genihert,
so vergroBert sich die Breite der Interferenzstrei-
fen. Wenn Bildbrennpunkt des Objektivs und
Trennpunkt des Prismas genau zusammenfallen,
schneiden sich die Wellenfronten Xo und Xao
nicht, sondern sind zueinander parallel. Der
Bilduntergrund erscheint in einer homogenen
Farbe, von der sich die Objekte in einer anderen
Farbe abheben.

Der Trick mit den Glaskugeln

In den meisten Fillen steht fiir ein vorhandenes
System-Mikroskop nur eine Einrichtung fiir Dif-
ferential-Interferenzkontrast zur Verfiigung. de-
ren Prisma zwar horizontal aber nicht vertikal
verschoben werden kann. Bei dieser Anordnung
hat der Bilduntergrund stets eine homogene Far-
be. Die Interferenzstreifen, denen diese Farbe
zugeordnet ist, sind nicht zu erkennen. Deshalb
soll abschlieBend gezeigt werden., wie man mit
Hilfe eines speziellen Testpriparates die Streifen
sichtbar machen und gleichzeitig die Interfe-
renzordnung der Farbe des Bilduntergrundes be-
stimmen kann.

Mikroskopisch kleine Glaskugeln mit einem
Durchmesser von 60 bis 150 um. wie sie bei-
spielsweise fiir die Gas- und Fliissigkeitschroma-
tographie erforderlich sind, werden auf dem Ob-
jekttrager in ein hochlichtbrechendes Kunstharz
(z.B. Naphrax) eingebettet und mit einem Deck-
glas bedeckt. Mit dem Objektiv 10X oder 20X
stellt man eine der kleinen Glaskugeln scharf ein
und wihlt als Bilduntergrund die schwarze Inter-
ferenzfarbe der nullten Ordnung (Bild 6). Die
Kugel erscheint hell auf dunklem Grund. Genau
durch ihre Mitte verlduft der sogenannte Null-
streifen. der fiir den schwarzen Bilduntergrund
mafgebend ist. Wenn man das Wollaston-Pris-
ma horizontal verschiebt, so wandert der dunkle
Nullstreifen aus der Kugel heraus. und der nich-
ste Streifen erscheint. Alle Farben. auf die sich
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der Bilduntergrund einstellen lif3t, solange man
diesen farbigen Streifen in der Kugelmitte sehen
kann, gehoéren zur ersten Interferenzordnung.
Wenn man den zweiten oder dritten farbigen
Streifen neben dem Nullstreifen in der Mitte der
Kugel bringt, gehoren alle einstellbaren Farben
des Bilduntergrundes zur zweiten bzw. dritten
Interferenzordnung. Genau so verhilt es sich mit
den anderen Streifen, nur werden die Farben mit
zunehmender Interferenzordnung immer blas-
ser. Deshalb geht man in der Praxis nicht tiber
die dritte Interferenzordnung hinaus.

Wenn man mit dem Interferenzmikroskop ein
Streifenfeld erzeugen kann, so sieht man in der
Kugel ein scharfes, stark verkleinertes Bild des
ganzen Streifenfeldes mit dem dunklen Nullstrei-
fen in der Mitte. Bei parallel zueinander einge-
stellten Schwingungsrichtung von Polarisator
und Analysator ist der Nullstreifen nicht dunkel,
sondern hell.

Literaturhinweise:

BEYER, H.: Theorie und Praxis der Interferenzmikro-
skopie. Leipzig 1974.

BEYER, H.: Handbuch der Mikroskopie. Berlin 1973.

FrAaNCON, M.: Einfithrung in die neueren Methoden
der Lichtmikroskopie. Karlsruhe 1967.

2. Die Streifenmethode

Im ersten Teil dieses Beitrages wurde gezeigt,
daB ein einziges Wollastonprisma im abbildenden
Strahlengang eines Mikroskops bei einge-
schrinkter Beleuchtungsapertur (Spaltblende)
ein kontrastreiches Streifenfeld erzeugt. Durch
Inhomogenititen in der Bildebene bzw. im Objekt
werden die Streifen ausgelenkt. Die GroBe dieser
Auslenkung ist dem Gangunterschied der Licht-
wellen, die das EinschluBmittel und das Pha-
senobjekt durchlaufen, direkt proportional. Die
Messung des Gangunterschiedes erméglicht die
Berechnung von Brechzahl und Dicke des mi-
kroskopischen Objektes oder, wenn diese be-
kannt sind, die Berechnung der Brechzahl des
EinschluBmittels. Voraussetzung hierfiir ist je-
doch die genaue Kenntnis einiger Geriteparame-
ter. Das gilt fiir alle Interferenzmikroskope, mit
denen sich im durchfallenden Licht ein Streifen-
feld erzeugen LiBt.

Die Eichung des doppelbrechenden Prismas

Bei ausreichend enger Spaltblende und gekreuz-
ten Schwingungsrichtungen von Polarisator und
Analysator beobachtet man im Gesichtsfeld des
Mikroskops geradlinige farbige Interferenzstrei-
fen mit dunklem Nullstreifen, bei Verwendung
von monochromatischem Licht schwarze Strei-
fen. Die in Bild 1 gezeigte Anordnung enthilt ein
doppelbrechendes Prisma (W) mit groBer Bild-
aufspaltung, das vor der Messung geeicht wer-
den muB. Wichtig ist die Feststellung folgender
Parameter:

1. Der effektive Streifenabstand /.

2. Die Konstante P.

3. Die GroBe der Bildverdoppelung. bezogen
aufdie Objektebene.

4. Der Mikrometerwert aller Objektive.

Bild 6: Glaskugel n=15254 in Naphrax n=17123.
Der fir den dunklen Bildhintergrund mafBgebende
dunkle Nullstreifen ist in der Kugelmitte zu sehen. Er-
klirung im Text.

Fir die Bestimmung des effektiven Streifenab-
standes 4 ist nur ein Okularmikrometer oder ein
Fadenkreuz erforderlich. Man stellt einen belie-
bigen Strich der Teilung auf einen Interferenz-
streifen ein, am besten auf den flinften Streifen
links neben dem Nullstreifen. Dann verschiebt
man das Prisma mit Hilfe seiner Mikrometer-
schraube so weit nach rechts, bis der Teilstrich
auf dem funften Streifen rechts neben dem Null-
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Bild 1: Polarisations-Interferenzmikrosko Kol K
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Spaltblende, OF Objektebene, Oh Objektiv, W Wolla-
.Is‘lnnprlsmu, A Analysator, Ok Okular, Z, und L, Hilfs-
insen.
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streifen steht. Die Strecke dieser Verschiebung in
um dividiert durch 10 ergibt den effektiven Strei-
fenabstand 4, der beispiclsweise bei meinem Mi-
kroskop 190 um betrégt.

Fir die Bestimmung der Konstante P des Pris-
mas ist ein Priparat mit ganz diinnen Glasfasern
in Naphrax geeignet. Mit dem Objektiv 10X
oder 20X wird eine Glasfaser zu den Interfe-
renzstreifen parallel gestellt. Nach Scharfstellung
der Faser sieht man ihr Bild doppelt. Durch Ver-
schieben des Prismas wird der schwarze Null-
streifen zuerst auf das eine, dann auf das andere
Teilbild der Faser eingestellt (Bild 2). Dann liest
man die GroBe der Querverschiebung an der
Mikrometerschraube ab. Sie betrigt bei meinem
Mikroskop 200 pum.

Bild 2: Bestimmung der Konstante £ und der GréBe
der BildaufSpaltung mit einer Glasfaser in Naphrax.
0=Nullstreifen. Erkldrung im Text.

Die GroéBe der Bildaufspaltung in bezug auf die
Objektebene wird fiir jedes Objektiv mit Hilfe
eines Mikrometerokulars oder genauer mit ei-
nem Okular-Schraubenmikrometer gemessen,
wobei man wieder das Priparat mit den feinen
Glasfasern verwendet. Diese ganz einfache Mes-
sung des Abstandes zwischen den beiden Teilbil-
dern der Faser (Bild 2) setzt allerdings voraus,
das von jedem Objektiv der Mikrometerwert be-
kannt ist oder mit einem Objekt- und Okularmi-
krometer ermittelt wurde. Bei meiner Anord-
nung betrigt die GroBe der Bildaufspaltung
beim 10fachen Objektiv 32 um, beim 100fachen
3.4 um, um nur einige Zahlenbeispiele zu geben.
Wenn alle Parameter exakt ermittelt wurden, am
besten durch mehrfache Messungen im mono-
chromatischen Licht bei 546 nm, kann man den
Gangunterschied im Streifenfeld im Bereich von
+25 Lichtwellenlingen mit einer Genauigkeit
von 1/30 Lichtwellenlinge bestimmen, was fir
viele Zwecke vollig ausreicht. Mit anderen An-
ordnungen, die spater beschrieben werden, 148t
sich die MeBgenauigkeit betrichtlich steigern.

Die Messung des Gangunterschiedes
im Streifenfeld

Vor der eigentlichen Messung muf3 man wissen,
ob die Brechzahl des Priifobjektes grofer oder
kleiner ist als die des EinschluBmittels. Durch
horizontales Verschieben des Prismas wird
untersucht, auf welcher Seite des dunklen Null-
streifens die Verdunkelung des einen oder ande-
ren Teilbildes des Objekts erfolgt. Wenn das lin-
ke Bild auf der rechten Seite und das rechte Bild
auf der linken" Seite verdunkelt wird. so ist. die
Brechzahl des Priifobjektes groBer als die des
umgebenden EinschluBmittels. Liegen die Ver-
hiltnisse umgekehrt, so ist die Brechzahl kleiner.
Das ist besonders gut an sehr kleinen Objekten
erkennbar, deren Bild total verdoppelt wird.
Nach dieser einfachen Methode kann man mit
Hilfe der Glaspulverskala nach KOFLER, die auf

vier Dezimalstellen genau ist, auch die Brechzahl
eines unbekannten EinschluBmittels bestimmen.
Die Messung des Gangunterschiedes zwischen
Glaskorn und EinschluBmittel ist dann iiberfliis-
sig.

Faden, schmale Streifen, Schwellen, Stufen und
Nuten (Bild 3) werden durch Drehen des Tisches
zur Richtung der Interferenzstreifen schrig ge-
stellt (etwa 45°). Die Messung des Gangunter-
schiedes beruht im einfachsten Falle auf der Be-
stimmung des Streifenabstandes /4’ im Einschluf3-
mittel und der Streifenversetzung im Objekt bei
einer bekannten Wellenldnge mit Hilfe des Oku-
larmikrometers

Die MeBgenauigkeit betrigt etwa 4/10.

Eine andere Methode, die fiir sehr kleine Objek-
te besonders gut geeignet ist, besteht in der hori-
zontalen Verschiebung des doppelbrechenden
Prismas (W) mit Hilfe seiner Mikrometerschrau-
be, wobei die GroBe der Verschiebung p, die zur
maximalen Verdunkelung der beiden getrennten
Bilder des Priifobjektes erforderlich ist, gemessen
wird. Der Gangunterschied kann dann nach fol-
genden Formeln berechnet werden:

_ 1 A .
4= 5(p—P); (fur n>ny)
o= %(p+P)}i (firn<n, und p>P)
V4 ;)
o - A ;
= (P-p) s (firn<n, und p<P)

In diesen Formeln bedeutet p die Verschiebung
des Prismas in um, P die bereits bei der Eichung
ermittelte Konstante, & der ebenfalls bei der Ei-
chung festgestellte effektive Streifenabstand und
A die Wellenlinge des verwendeten Lichtes, die
bei weilem Licht mit 550 nm angenommen
wird. Die Brechzahl des Priifobjektes ist n, die
des EinschluBmittels 7, . Bei dieser Methode, die
in Bild 4 dargestellt wird, betrigt die MeBgenau-
igkeit A/30.

Die Bestimmung von Brechzahl und Dicke
mikroskopischer Objekte

Der Gangunterschied 4 ist das Produkt aus der
Dicke d und der Brechzahldifferenz zwischen
Objekt und EinschluBmittel (1o —n,) fur eine

bestimmte Wellenlinge A. gemiB der Formel
A=d (ny—n;) und sagt nichts tiber die einzel-
nen GroBen aus. Meistens ist jedoch eine von
thnen bekannt oder liBt sich nach anderen Me-
thoden ermitteln. Bei bekannter Brechzahldif-
ferenz kann man zum Beispiel die Dicke ¢ des
Priifobjektes ermitteln

4
(ng—ny)

und bei bekannter Dicke die Brechzahldifferenz
A
(np—ny)= J

Meistens liBt sich ein mikroskopisches Objekt in
zwei Medien mit unterschiedlichen Brechzahlen
einbetten, zum Beispiel in Luft und Wasser oder
Glyzerin und Immersionsol. In diesem Falle
kann man zwei Gangunterschiede messen, die
mit 4, und 4, bezeichnet werden sollen:
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Ay=d (ny—ny)
A, =d (no—nz)

Durch Kombination dieser beiden Gleichungen
erhilt man

A,—Ay=d (no—n,)

und kann jetzt die Brechzahl n, und die Dicke d
des Objektes berechnen:

_ndi—n 4,
A M
o s @
ny—n;

Die Bestimmung der Brechzahl
eines EinschluBmittels

An diesem einfachen Beispiel aus der Praxis soll
die Anwendung der Streifenmethode gezeigt
werden. Die Brechzahl eines unbekannten Dia-
tomeen-EinschluBmittels ist zu ermitteln. Von
einem solchen Medium wird erwartet, da3 seine
Brechzahl mindestens 1.65 betrigt. Fiir die Mes-
sung sind im einfachsten Fall nur ein paar feine
Glasfasern erforderlich, deren Brechzahl entwe-
der bekannt ist oder nach der beschriebenen Im-
mersionsmethode mit Hilfe von zwei unter-
schiedlich lichtbrechenden Medien bestimmt
worden ist. Die Dicke der Fasern ldBt sich leicht
mit dem Okularmikrometer ausmessen, weil in
diesem Fall Durchmesser und Dicke identisch
sind. Ein Tropfen des unbekannten EinschluB-
mittels wird auf dem Objekttriger solange auf 80
bis 100 °C erhitzt, bis sein Losungsmittel (mei-
stens Toluol) vollstindig verdampft ist. Dann
legt man einige Glasfasern in den noch flissigen
Harztropfen, bedeckt ihn mit einem Deckglas
und vertreibt die eingeschlossenen Luftblasen
durch vorsichtiges Erhitzen. Nach dem Erkalten
des Priiparates wird der Gangunterschied zwi-

Eine andere Methode zur gleichzeitigen Berech-
nung von Dicke und Brechzahl beruht auf der
Messung der Gangunterschiede bei zwei ver-
schiedenen Lichtwellenlingen, eine weitere auf
der Messung des Gangunterschiedes bei zwei
verschiedenen Temperaturen. In diesem Zusam-
menhang sei erwihnt, daB3 die Brechzahl tempe-
raturabhiingig ist. Sie dndert sich bei den ge-
briuchlichen Einbettungsmitteln pro Grad Tem-
peraturerh6hung um 0,0007.

Bild 3: Aufgespaltenes
Bild einer Glasfaser im
Streifenfeld. Die Streifen-
versetzung in den beiden
Teilbildern ist meBbar.
WeiBes Licht. Plan-
objektiv 20X /0,40;
Projektiv 8 X.

schen einer Faser und dem EinschluBmittel nach
der beschriebenen Methode (Streifenversetzung)
im griinen Licht bei etwa 540 nm gemessen. Die
Glasfaser sei 12 um dick. Thre Brechzahl wur-
de im gleichen Licht mit 1.5412 ermittelt. Der
Gangunterschied zwischen Faser und Ein-
schluBmittel ergibt einen MeBwert von 2.066 um.
Die Brechzahldifferenz zwischen EinschluBmit-
tel n, und Glasfaser n, wird nach der For-
mel n,—n,=A/d berechnet und betrégt
2,066/12=0,1722. Dann ist die Brechzahl des
EinschluBmittels 1.5412+0.1722=1,7134.

Dieser MeBwert ist mit Fehlern behaftet, weil
man den Gangunterschied nur auf 1/10 4 genau
messen kann. Fiir die Praxis. insbesondere fur
vergleichende Untersuchungen an mikroskopi-
schen EinschluBmitteln. geniigen jedoch die er-
sten beiden Dezimalstellen.

Die Bestimmung von Dicke und Brechzahl '
einer anisotropen Platte

Am Beispiel einer diinnen Glasplatte wird die
Bestimmung von Dicke und Brechzahl eines
nicht doppelbrechenden Objektes gezeigt. Die
Gangunterschiede 4, und A, werden nach der
Streifenmethode einmal in Luft (7, =1.0000) und
einmal in Wasser (7, = 1.3330) gemessen:
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A,=3,075 um
A,=1,193 um

Nach Formel 2 wird die Dicke berechnet:

3,075-1,193 1,882
N el e I L %)
1,3330-1,0000 0,3330 de

und nach Formel | die Brechzahl n der Platte er-
mittelt:
3.075-1,3330-1,193 - 1,0000
_3 ; 3 ~1.554
3,075-1,193 2

Die fir solche Berechnungen erforderlichen
Messungen sind ebenfalls fehlerhaft. Nach der
Fehlerrechnung ist der Maximalfehler fur die
Dicke d

204

Np—H,y

od=*

und fur die Brechzahl n,

A, ny+4; n,

aaapr

Onp=2

Nehmen wir einmal an, der MeBfehler wiirde fiir
die Einzelmessung des Gangunterschiedes 1/25
~ 0,02 um betragen, dann ist der Maximalfehler
fir die Dicke der Glasplatte

0,04

d= "63'?)3 =0,12 um (5,652 £ 0,12 um)

und der Maximalfehler fiir ihre Brechzahl

_3.075+1,193- 1333
1,882

0.02=0.026,

0

die dann mit 1,54411+0,026 angegeben werden
miilte.

Durch mehrfache Wiederholung der Messungen
und Mittelwertbildung kann der wirklich auftre-
tende Fehler sehr klein gehalten werden.
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3. Interferenzkontrast mit grof3er Bildaufspaltung

’
Mit den in diesem dritten Teil beschriebenen Me-
thoden der Interferenzmikroskopie liBt sich
unter anderem die Trockenmasse von Zellen be-
stimmen, ein Verfahren, dem die Biologen zahl-
lose wichtige Erkenntnisse verdanken.

Im zweiten Teil des Beitrages wurde die Messung
von Gangunterschieden im Streifenfeld des
Interferenzmikroskops beschrieben. Dieses Strei-
feninterferenzbild entsteht nur dann in der Bild-
ebene, wenn sich die Ebene der Interferenz-
streifen nicht mit dem Bildbrennpunkt des Mi-
kroskopobjektivs deckt. Wird das Wollaston-
Prisma (W) dem Objektiv genihert, so vergro-
Bert sich die Breite der Interferenzstreifen. Zu-
erst entstehen breite Binder, die schlieBlich in
ein homogenes Feld iibergehen. Das einfarbige
homogene Feld entsteht sofort, wenn sich der
Trennpunkt der beiden Teilwellenfronten mit
dem Bildbrennpunkt genau deckt. In diesem
Falle schneiden sich die Stirnebenen der beiden
Wellenfronten Xy und X, nicht und sind nicht
zueinander geneigt wie beim Streifenfeld. son-
dern zueinander parallel. Das beobachtete Pha-
senobjekt hebt sich durch eine Farbidnderung
oder Helligkeitsinderung vom homogenen Bild-
hintergrund ab.

Bild I zeigt wieder die bekannte Anordnung mit
nur einem Wollaston-Prisma W, nur daf} dieses
etwas anders konstruiert ist und von kleinen Ob-
jekten (bis 13 um) zwei Teilbilder liefert. Auch
dieses Prisma ist horizontal und vertikal ver-
schiebbar, wobei die horizontale Verschiebung
fir Gangunterschiedsmessungen. die vertikale
zur Optimierung des homogenen Feldes erfor-
derlich ist. Das Verfahren wird als Interferenz-
kontrast mit totaler Bildaufspaltung bezeichnet

und darf nicht mit dem differentiellen Interfe-
renzkontrast (DIK) verwechselt werden.

——— 0k

& i o

lﬂ

Bild 1: Polarisations-Interferenzmikroskop mit einem
Wollaston-Prisma fiir groBe Bildaufspaltung. Ko/ Kol-
lektor. Sp Spiegel. F Interferenzfilter. P Polarisator, S
Spaltblende. K Kondensor. OF Objektebene. Obh Ob-
jektiv. W Wollastonprisma, A Analysator. Ok Okular.
L, und L, Hilfslinsen. )
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Durch Verschieben des Prismas in Querrichtung
(Richtung des Pfeils) kann man den Gangunter-
schied I" zwischen den beiden Wellenfronten Xy
und X,o stufenlos verindern und damit auch
eine Anderung der Farbe oder Helligkeit des
Bildfeldhintergrundes und der Objekte erzie-
len. Auf diese Weise ist auch eine Messung des
Gangunterschiedes 4 zwischen Objekt und
EinschluBmittel moglich.

Wenn der Gangunterschied zwischen den bei-
den aus dem Prisma austretenden Wellen gleich
Null ist, entsteht bei gekreuztem Polarisator und
Analysator eine schwarzgraue Farbe, die dem
dunklen Nullstreifen zukommt. Mit wachsendem
Gangunterschied entstehen graue, gelbe, rote
und bei héheren Gangunterschieden auch blaue
und griine Farbtone, die mit steigenden Interfe-
renzordnungen immer blasser werden. Bei einem
Gangunterschied von 565 nm entsteht eine tief-
rote, empfindliche Farbe der ersten Interferenz-
ordnung. Sie hat die Eigenschaft, bei geringsten
Anderungen des Gangunterschiedes 4 zwischen
Objekt und EinschluBmittel in Rot und Violett
umzuschlagen. Bei Parallelstellung von Polarisa-
tor und Analysator entsteht diese empfindliche
Farbe bei einem Gangunterschied von 280 nm.
Welchem Interferenzstreifen die Farbe des Bild-
feldhintergrundes zuzuordnen ist, kann mit dem
im ersten Teil beschriebenen Glaskugelpriparat
rasch festgestellt werden.

Durch Einstellung des doppelbrechenden Pris-
mas auf verschiedene Farben des Bildfeldhinter-
grundes und Beurteilung der Farbinderungen
der aufgespaltenen Bilder kann man bereits den
Gangunterschied zwischen Objekt und Ein-
schluBmittel abschitzen. Weil aber dieses Ver-
fahren in hohem MaBe subjektiv ist, wendet
man eine objektivere Methode an und mift den
Gangunterschied durch Verschieben des Pris-
mas in Querrichtung zur optischen Achse des
Mikroskops.

Die Durchfithrung der Messung zeigt Bild 2 an
einem Objekt, dessen beide Teilbilder nicht vol-
lig getrennt sind. Zuerst wird das Prisma so ein-
gestellt, daBB eine maximale Verdunkelung des
Bildfeldhintergrundes erzielt wird (p,). Dann
-wird das Prisma so weit verschoben, daf3 entwe-
der das rechte oder das linke Teilbild verdunkelt
ist (p,), wobei der Bildfeldhintergrund wieder
hell wird. Die Verschiebung p,—p, liest man an
der Mikrometerschraube des Prismas ab. Der
Gangunterschied zwischen Objekt und Ein-
schluBmittel kann jetzt nach der Formel

2
4 =(P1“P0)T
1

berechnet werden, wobei A die Wellenlinge des
Lichtes und 4 der bei der Eichung ermittelte ef-
fektive Streifenabstand sind (s. Teil 1).

Wenn das Objekt so klein ist (< 13 um), daB sei-
ne beiden Teilbilder vollig getrennt erscheinen,
bietet sich eine andere Methode an (Bild 3). Zu-
erst wird ein Teilbild maximal verdunkelt (p;).
Dann liest man die Stellung der Mikrometer-
schraube ab und verschiebt das Prisma so weit,
daf auch das andere Teilbild verdunkelt ist (p,).
Der Gangunterschied 4 betrégt in diesem Falle

A—l(p /.
5 P2 Pi)h-

Bei sehr diinnen Objekten kann man die Objekt-
helligkeit an die Helligkeit des Bildfeld-Hinter-
grundes angleichen, wobei man den halben Wert
der Verschiebung p,—p, ermittelt und den Gang-
unterschied nach

Z
4=2(p —Po)‘/‘
1

berechnet. In dieser Formel ist p, die Einstellung
auf den maximal verdunkelten Hintergrund und
p1 die Einstellung eines Teilbildes des Objektes
auf die Helligkeit des Bilduntergrundes. Unter

Bild 2: Gangunterschiedsmessung an Pleurosigma. Plan-
objektiv 20X /0.40: Projektiv 8. Beleuchtungsaper-
tur 0.08 e
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giinstigen Bedingungen kann die MeBgenauig-
keit 1/80 betragen. Sie ist also hoher als bei der
Streifenmethode, allerdings nur bei kleinen Ob-
jekten.

Bild 3: Gangunterschiedsmessung an einem kleinen
Objekt bei totaler Bildaufspaltung. Erklirung im Text.

Interferenzmikroskope mit zwei Wollaston-Pris-
men im abbildenden Strahlengang

Die beiden bisher beschriebenen interferenzmi-
kroskopischen Verfahren, das Streifenfeld und
der Interferenzkontrast mit mehr oder weniger
groBer Bildaufspaltung, sind nur fir Gangunter-
schiedsmessungen an Objekten mit geringer
Querabmessung geeignet (Fiden, Kanten, leben-
den Zellen usw.). Eine betrichtlich groBere Bild-
verdoppelung wird erzielt. wenn man im abbil-
denden Strahlengang auBer einem horizontal
und vertikal verschiebbaren Prisma noch ein
zweites, um 360° drehbares Prisma anordnet. M.
PLUTA hat dieses zweite Prisma ins Objektiv ein-
gebaut, direkt hinter dessen letzte Linse. Die bei-
den Prismen bilden zusammen mit der Spalt-
blende und den beiden Polarisationsfiltern ein
Doppel-Polarisationinterr‘erometer (Bild 4).
Das drehbar ins Objektiv eingebaute Prisma W,
liegt mit der Ebene, in der die Interferenzstreifen
entstehen. genau im Brennpunkt des Objektivs.
Im Zwischentubus befindet sich das Prisma W,
dessen Brechungswinkel betrichtlich kleiner ist.
Durch Drehen des Prismas W, um die Achse des
Objektivs erzielt man drei verschiedene Bildver-
doppelungen: In Additionsstellung zu w, die
Summe der Brechungswinkel und somit maxi-
male Bildaufspaltung und in Subtraktionsstel-
lung die Differenz zwischen dem gréfBeren Bre-
chungswinkel von W, und dem kleineren von
W,. Wenn die brechenden Kanten der beiden
Prismen einen Winkel von 45° bilden. wird nur
W, wirksam. Diese Methode der verinderlichen
Bildaufspaltung ermdglicht die Anpassung der
GroBe der Bildverdoppelung an die ObjektgroBe
(Bild 5). Durch Kombination des Prismas W,
mit jedem anderen Wollaston-Prisma. auch ei-
nem Nomarski-Prisma. erhiilt man
1. Homogenen Interferenzkontrast mit verinder-
licher Bildaufspaltung.
2. Streifeninterferenz mit verinderlicher Bild-
aufspaltung,
3. Differentiellen Interferenzkontrast mit Strei-
fenfeld.
4. Differentiellen Interferenzkontrast mit homo-
genem Feld.
Das ins Objektiv eingebaute Prisma W, erzeugt
mit dem im Zwischentubus untergebrachten
Prisma W, ein neues System von Interferenz-
streifen. die viel dichter beieinander stehen. Mit
dem Polarisations-Interferenzmikroskop  nach
PLUTA. das im abbildenden Strahlengang drei
schaltbare Prismen und zusitzlich dic in den Ob-

jektiven angeordneten drehbaren Prismen be-
sitzt, konnen alle interferenzmikroskopischen
Durchlicht-Verfahren im  raschen  Wechsel
durchgefiihrt werden. Grundsitzlich sind aber
auch andere Interferenzmikroskope fur die hier
beschriebenen Methoden geeignet.

Die Bestimmung der Trockenmasse von Zellen

Bei diesem interessanten Beispiel fiir die Anwen-
dung des Interferenzmikroskops in der Biologie
und Medizin wird vorausgesetzt, dall eine Zelle
als homogenes, in Wasser getauchtes Plittchen
der Dicke d betrachtet werden kann. Ihr Inhalt
ist eine wilrige Losung verschiedener Substan-
zen, hauptsichlich Proteine und Nukleinsiuren,
deren Konzentration und Verteilung von ent-
scheidender Bedeutung fiir die Funktion der Zel-
le ist. Deshalb ist die Bestimmung der Trocken-
substanz in lebenden und fixierten Zellen ein
wichtiges Anwendungsgebiet der Interferenzmi-
kroskopie.

Bild 4: Polarisations-Interferenzmikroskop nach PLUTA.
Pol Polarisator, S Spaltblende. K Kondensor, OE Ob-
jektebene, Ob Objektiv. ObBrE Objektivbrennebene.
W, Prisma im Objektiv drehbar, W, Prisma im Zwi-
.jli:heln(ubus verschiebbar. An Analysator. Erklirung im
ext. =

Zwischen der Konzentration C der in einer le-
benden Zelle gelosten Trockensubstanz und ih-
rer Brechzahl n besteht die Beziehung

n=ny+a-C

Darin ist n die Brechzahl der Zelle. ny, die Brech-
zahl des Wassers (=1,3330) als Medium. C die
Konzentration der gelosten Substanz in g/ 100 ml
und a das spezifische Brechungsinkrement in
100 ml/g  (englisch=specific refractive incre-
ment). a liegt fur die in der Zelle tiberwiegend
gelosten Substanzen bei 0.0018 ml/g. Hiufig
wird hierfur der hundertfache Betrag cingesetz‘i
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und mit y bezeichnet (y=100- « in cm®). Dann
ist die Konzentration C in g/cm® einzusetzen.
Wird die Zelle in ein beliebiges Einbettungsmit-
tel mit der Brechzahl ng eingebettet, dann ergibt
sich der Gangunterschied zwischen ihr und dem
Medium aus der Formel

d=dn—-ng)=d(n,—ng)+yx-C

und fir die Konzentration C der Trockensub-
stanz

4 How—

C= R i [g/cm?].
Z

xd
Da Zellen meistens in Wasser oder physiologi-
scher Kochsalzlosung eingebettet sind, deren
Brechzahl mit 1,333 angenommen wird, kann
man das zweite Glied der Gleichung vernach-
lassigen. Fiir die Konzentration C der Trocken-
substanz erhidlt man die vereinfachte Formel

= 4 [/ 3
_Z'd g/cm?]

und fiir die Trockensubstanz pro Fldchenein-
heit 4

a4
A=— [g/cm?].
74

Fiir die Berechnung der gesamten Trockenmasse
geniigt dann die Formel
4 F
M=—— [g.

X
4 und d sind in cm und die vom vermessenen
Objekt eingenommene Fliche F in cm? einzu-
setzen.
Den fixierten Zellen. die als Dauerpriparate in
Kunstharze eingeschlossen sind, wurde das Was-
ser entzogen. An seine Stelle ist das Kunstharz in
die Zelle eingedrungen. Die vorhandene Trok-
kensubstanz liegt jetzt in ungeloster Form vor.
Deshalb ist das spezifische Brechungsinkrement
x aus den obigen Formeln durch den Ausdruck

M — HE
9

zu ersetzen, wobei ny die Brechzahl und o die
Dichte der ungelosten Trockensubstanz sind und
bekannt sein missen. Man erhilt dann zwei
Gleichungen:

40
A=—,
iy — NE
Aig i
M mitines
Ay — N

Fiir die Bestimmung der Trockenmasse von Zel-
len ist stets nur die Messung des Gangunter-
schiedes zwischen Zelle und EinschluBmittel er-
forderlich. Hierbei konnen zwei Methoden ange-
wendet werden. Wenn die Bilder vollig getrennt
sind (Bild 6A) kann der Gangunterschied in be-
zug auf das EinschluBmittel in jedem Punkt der
Zelle (z.B. fur Kern und Zytoplasma getrennt)
gemessen werden. Wenn das Bild nur zum Teil
aufgespalten wurde (Bild 6 B). ist die Messung
nur in den Bereichen moglich. in denen sich die
Bilder nicht decken. In diesem Fall kann man
aber den Gangunterschied zwischen Kern und
Zytoplasma bestimmen. Das ist besonders ein-
fach mit dem beschriebenen Mikroskop. das ein
zweites, drehbares Prisma im abbildenden Strah-
lengang besitzt. Hierbei wird die GroBe der Bild-
aufspaltung so gewihlt. daB3 nur die Kernbilder

getrenrt sind. Bei der totalen Aufspaltung der
Bilder (Bild 6 B) wird der Gangunterschied des
Kerns in bezug auf das EinschluBmittel samt
dem ober- und unterhalb des Kern befindlichen
Zytoplasma gemessen, was bei der Bestimmung
der Trockenmasse des Kerns zu beriicksichtigen
ist.

K
\

N\

\J

2
Bild 6: Gangunterschiedsmessung zwischen Zelle und
EinschluBmittel. A bei totaler Bildaufspaltung, B bei

teilweiser Bildaufspaltung. K Kern. Z Zytoplasma. Er-
klirung im Text.

Bezeichnen wir den Gangunterschied zwischen
dem Zytoplasma und dem EinschluBmittel als
4, den Gangunterschied zwischen dem Kern
samt dem dariiber und darunter liegenden Zyto-
plasma und dem EinschluBmittel als 4, und den
Gangunterschied zwischen dem eigentlichen
Kern und dem Zytoplasma als 4. so gilt die Be-
ziehung A;=4,+4,. Durch Messung von 4,
und 45 erhilt man also auch 4, und durch Mes-
sen von 4, und 4, auch A;. wobei allerdings
eine eventuelle Differenz der Zellendicke ver-
nachléssigt wird.

In diesem einfithrenden Beitrag konnten nur die
Grundlagen der Trockenmassenbestimmung von
Zellen und Zellkomponenten erklirt werden. In
der Praxis sind die Verhiltnisse meistens viel
komplizierter. H. BEYER (1974) geht in seinem
Werk ., Interferenzmikroskopie™ sehr ausfithrlich
darauf ein und beschreibt eine ganze Reihe von
Methoden. Zahllose Erkenntnisse in den Be-
reichen Biologie, Cytologie und Histologie konn-
ten nur mit Hilfe von interferenzmikroskopi-
schen Bestimmungen der Trockenmasse von Zel-
len gewonnen werden. Im nachfolgenden Litera-
turverzeichnis werden einige grundlegende Ar-
beiten genannt.
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Bild 4a: Polarisations-Interferenzmikroskop nach PLu-

TA.

Kondensor mit Kompensalionslprismen wechselbar;
2 Zwischentubus mit drei schalt

verstellbar);

3 Schalthebel;

4 Mikrometerschraube fiir die Querverschiebung der

Prismen;
5 Analysator.

1 Kondensor mit Polarisator und Spaltblende. gegen

baren Prismen (hohen-

£
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Bild 5: Gangunterschiedsmessung bei totaler Bildauf-
spaltung, Prisma W, und W, in Additionsstellung. In-
terferenz-Objektiv 40x /0.65; Projektiv 8 X, Beleuch-
tungsapertur 0,15, Erkldrung im Text.




Nr.: M 27 Blatt 13

Differentieller Interferenzkontrast (DIK)

Bei den bisher in diesem Beitrag beschriebenen
Interferenzanordnungen mit nur einem bzw.
zwei Wollaston-Prismen im abbildenden Strah-
lengang muBte die Beleuchtungsapertur stark
eingeschrinkt werden, weil der durch Strahlen
groBBter Neigung hervorgerufene Gangunter-
schied einen bestimmten Wert nicht tiberschrei-
ten darf. In Aufspaltungsrichtung soll die Be-
leuchtungsapertur nicht mehr als /s der Objektiv-
apertur betragen. Bei den Verfahren mit groBer
Bildaufspaltung muB sie sogar auf /o bis %200 der
Objektivapertur verringert werden. LEBEDEFF
hat 1930 als erster ein von JAMIN bereits 1868 be-
schriebenes Polarisationsinterferometer fiir die
Interferenzmikroskopie nutzbar gemacht und
damit die Konstruktion leistungsfihiger Interfe-
renzmikroskope eingeleitet. Mit Hilfe von zwei
Kalkspatplatten und einer A/2-Platte wird ein
Polarisationsmikroskop zu einem Interferenzmi-
kroskop umgeriistet. Die bildseitige Kalkspat-
platte wird in ein Objektiv eingebaut, dessen
Korrektion die recht dicke Platte beriicksichtigt.
Auf diese Weise konnen auch hohe Objektiv-
aperturen bei relativ groBer Bildaufspaltung er-
reicht werden (Bild 1).

An

Komp

1
1
Ll

Pl Bild I: Interferenzmikro-

skopische Anordnung
<::: 7 K nach JAMIN und LEBE-
DEFE. Pol Polarisator,

ApBl Aperturblende,
— " ApBl K Kondensor, P/, doppel-
brechende Platte, 1/2-P/

Halbwellenplatte, OE
EP——1 Pol Objcktebeng. Pl, doppel-
brechende Platte, Ob Ob-
jektiv, Komp Kompensa-
tor. An Analysator.

1947 hat SMITH die Anordnung von je einem
WOLLASTON-Prisma vor dem Kondensor und in
der Brennebene des Objektivs beschrieben (Bild
2a). Bei starken Objektiven liegt die hintere
Brennebene jedoch im Linsensystem und ist des-
halb nicht zuginglich. Eine Einstellung auf
Interferenzkontrast ohne Interferenzstreifen ist
mit einem normalen WOLLASTON-Prisma hinter
dem Objektiv nicht moglich. Auch die Anord-
nung eines solchen Prismas in der lichtquellen-
seitigen Brennebene des Kondensors ist mit eini-
gen Schwierigkeiten verbunden.

1952 hat NomaRrskl dieses Problem durch eine
andere Orientierung der WOLLASTON-Prismen
umgangen (Bild 2b). Die Einrichtung fiir diffe-
rentiellen Interferenzkontrast nach NOMARSKI
wird heute an den meisten Systemmikroskopen
verwendet und soll hier ausflihrlich beschrieben
werden.

Das Nomarski-Prisma

Wie das klassische WOLLASTON-Prisma besteht
auch das NOMARSKI-Prisma aus zwei miteinan-
der verkitteten Einzelprismen, die aus einem ein-
achsig doppelbrechenden Kristall, vorzugsweise
Quarz, herausgeschnitten wurden (Bild 3). Die
optische Achse des unteren Prismas verlduft pa-
rallel zur Keilkante. Die optische Achse des obe-
ren Prismas ist unter einem groBen Winkel gegen
die obere Begrenzungsfliche geneigt. Damit
wird erreicht, da die Interferenzebene aus dem
Prisma heraus verlegt wird. Obgleich das No-
MARSKI-Prisma in einem relativ groBen Abstand
vom Objektiv angeordnet ist, wird durch eine ge-
eignete kristalloptische Orientierung bewirkt,
daB seine Interferenzebene in die okularseitige
Brennebene des Objektivs zu liegen kommt. Im
Gegensatz zum klassischen WOLLASTON-Prisma
laBt sich das NOMARSKI-Prisma auch ohne
Schwierigkeiten als Kompensationsprisma in die
Offnungen des Blendenrevolvers eines starken
Kondensors montieren (wie die Ringblenden
beim Phasenkontrastkondensor), wobei fiir jedes
Objektiv ein zu dessen numerischer Apertur pas-
sendes Prisma erforderlich ist.

Das Kompensationsprisma liegt in der zum bild-
seitigen Prisma konjugierten Ebene und ist so di-

Bild 2: Optik-Schema von Interferenzmikroskopen
links nach SMITH, rechts nach NOMARSKI. Po/ Polarisa-
tor, W, Kompensationsprisma. K Kondensor, OE Ob-
jektebene, O, und O, Objektpunkte, Ob Objektiv, Ob-
BrE Objektivbrennebene, KBrE Kondensorbrennebe-
ne, W, Hauptprisma, An Analysator.
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Bild 3: NoMaRsKI-Prisma. E Interferenzebene

mensioniert und angeordnet, daf fiir alle in sei-
ner Kittfliche aufgespaltenen Strahlen der Gang-
unterschied bis zur Wiedervereinigung in der
Kittfliche des bildseitigen Prismas gleich ist. Im
Kompensationsprisma werden bereits alle Strah-
len so aufgespalten, daB sie mit einem Gangun-
terschied in der Objektebene ankommen und
hierdurch der gleiche abbildungsseitige Gangun-
terschied fiir alle Strahlenneigungen kompen-
siert wird. Das erlaubt die Verwendung relativ
groBBer Beleuchtungsaperturen. Allerdings ist das
Verfahren wegen des frither beschriebenen Aper-
turfehlers nur fiir eine differentielle Bildaufspal-
tung geeignet, deren GroBe in der Nihe der Auf-
l6sungsgrenze des verwendeten Mikroskopob-
jektivs liegt. In dieser Beziehung unterscheidet
sich der differentielle Interferenzkontrast oder
Differential-Interferenzkontrast (DIK) vom so-
genannten homogenen Interferenzkontrast, der
im dritten Teil dieses Beitrages beschrieben wur-
de.

Differentieller Interferenzkontrast mit nur einem
bildseitigen Nomarski-Prisma

Obgleich die meisten fiir qualitative Untersu-
chungen bestimmten DIK-Einrichtungen mit
einem Hauptprisma und mehreren Kompensa-
tionsprismen arbeiten. kann man den differen-
tiellen Interferenzkontrast auch allein mit dem
bildseitigen NOMARSKI-Prisma erzeugen. Man
benotigt lediglich einen Kondensor mit Spalt-
blende, dessen Spaltbreite % der Objektivapertur
nicht iberschreitet. Mit Hilfe von Test-Diato-
meen kann man sich davon iiberzeugen, daB3
Auflosung und Kontrast besser sind. als man das
bei der eingeschrinkten Beleuchtungsapertur
glauben mochte (Bild 4).

Vor- und Nachteile des differentiellen Interfe-
renzkontrastes.

Mit den Anordnungen nach SMITH und NOMARS-
kI hat die Interferenzmikroskopie als Mittel zur
Kontrastierung an Bedeutung gewonnen. Sie er-
moglicht die kontrastreiche Darstellung von
Phasenobjekten. Weit verbreitet ist die Meinung,
der differentielle Interferenzkontrast (DIK) sei in
dieser Hinsicht dem Phasenkontrast (PK) iiberle-
gen. Das kann aber schon deshalb nicht der Fall
sein, weil der Bildcharakter des DIK von dem
des PK grundverschieden ist. Beim DIK wird ein
Reliefkontrast erzeugt. der Strukturen sichtbar
macht, die in Bezug auf das Umfeld relative
Gangunterschiede bewirken. Dieses Reliefbild
resultiert mehr aus den optischen als aus den
geometrischen Eigenschaften des Objektes und
mulB deshalb mit groBter Sorgfalt und Zuriick-
haltung interpretiert werden. Der wesentliche
Unterschied des DIK gegeniiber dem PK liegt
darin, daB3 nur quer zur AufSpaltungsrichtung
verlaufende Strukturen sichtbar gemacht und
stark verfilscht wiedergegeben werden. In der
Durchlicht-Mikroskopie erginzen sich beide
Verfahren gegenseitig und aus diesem Grunde

werden Kondensoren hergestellt, deren Blenden- -
revolver sowohl Kompensationsprismen als auch
Ringblenden enthilt, um beide Verfahren im ra-
schen Wechsel anwenden zu kénnen. Nur in der
Auflicht-Mikroskopie ist der DIK dem PK ein-
deutig tiberlegen.

Bild 4: Struktur der Kieselalge Pleurosigma angulatum
im DIK mit nur einem Nomarski-Prisma und Spalt-
blende. Links: Planobjektiv 40X /0,65 und Beleuch-
tungsapertur 0,15; rechts: Achromat 60X /0,85 und Be-
leuchtungsapertur 0.20. Projektiv 8 X.

Einige Vorteile des DIK sollen hier besonders
hervorgehoben werden. Der beim PK-Verfahren
auftretende Halo-Effekt ist einerseits von der
Brechzahldifferenz zwischen Objekt und Ein-
schluBmittel abhingig, andererseits aber auch
von der GroBe des Objektes. Im Gegensatz hier-
zu 148t sich der DIK bei kleinen und groBen Ob-
jekten anwenden. Starke Brechzahlunterschiede
zwischen Objekt und EinschluBmittel sind fur
das DIK-Bild besonders vorteilhaft. Wenn im
PK-Bild die Objektdetails bereits durch helle
Saume verdeckt werden. ist das DIK-Bild beson-
ders kontrastreich.

Fiir DIK und PK sind moglichst diinne Phasen-
objekte am besten geeignet. Der Gradient der
optischen Dicke spielt beim DIK keine so grof3e
Rolle wie beim PK. Feine Phasenobjektdetails,
die im PK tiberhaupt nicht bemerkt werden, tre-
ten im DIK-Bild mitunter sehr deutlich hervor.
Bei einer PK-Einrichtung ist die Beleuchtungs-
apertur durch die Ringblende festgelegt. Die Tie-
fenschirfe des Verfahrens ist oft so groB, daB die
iiber und unter dem Objekt liegenden Struktu-
ren die Beobachtung storen. Beim DIK kann die
Beleuchtungsapertur den Gegebenheiten des
Priparates angepaBt werden. Bei geringer Tie-
fenschirfe durch hohe Beleuchtungsapertur sto-
ren Objekte, die auBerhalb der Schirfenebene
liegen, viel weniger als beim PK-Verfahren.
Durch Verschieben des Nomarski-Prismas senk-
recht zur optischen Achse des Mikroskops wird
der Gangunterschied zwischen den beiden aus
dem Prisma austretenden Wellenfronten verédn-
dert. Der Bilduntergrund kann auf alle Interfe-
renzfarben (zweckmiBig bis zur 3. Ordnung)
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eingestellt werden. Dieser farbige DIK bietet zu-
sitzliche Moglichkeiten der Kontrastierung, die
besonders bei der Farbmikrofotografie ausge-
nutzt werden.

Bild 5: Ei von Schistosoma mansoni (Pirchenegel) im
DIK Planobjektiv 40X /0,65; Projektiv 12,5 X.

Die DIK-Mikroskopie erméglicht ebenso wie die
Phasenkontrast-Methoden die Untersuchung un-
gefirbter Praparate. Deshalb wurde sie das niitz-
lichste Hilfsmittel bei der Untersuchung von Vi-
talpraparaten, ohne jedoch die Phasenkontrast-
mikroskopie ganz ersetzen zu kdnnen.

In der Zytologie ist das DIK-Bild dem Phasen-
kontrast (PK) meistens iberlegen, weil das PK-
Bild infolge der Haloerscheinung hiufig die Zell-
grenzen nicht erkenmfen ldBt. Andererseits er-
scheinen im DIK-Bild die Strukturen mit nied-
riger Lichtbrechung, z. B. Nuklei und Vakuolen,
als Vertiefungen, wihrend hochlichtbrechende
Strukturen wie eosinophile Granula und Fettein-
schliisse als Auswolbung dargestellt werden. Bei
Makrophagen sehen die Vakuolen wie Vertiefun-
gen und die Kerngrenzen erhaben aus. Deshalb
ist die eingangs erwihnte kritische Interpretation
des DIK-Bildes wichtig.

Bei botanischen Priparaten wirkt sich die grofe
Tiefenschirfe des PK-Bildes oft nachteilig aus.
Die geringere Tiefenschirfe des DIK-Bildes bei
hoher Beleuchtungsapertur ist allgemein giinsti-
ger. Hohe Brechzahlunterschiede zwischen Ob-
jekt und EinschluBmittel verursachen im PK in-
tensive Halo-Erscheinungen. Im DIK liefern ge-
rade diese groBen Brechzahlunterschiede gute
Kontraste. In pflanzlichen Priparaten kommen
hdufig doppelbrechende Bestandteile vor, die
das DIK-Bild storen. Botanische Priparate sind
ein Beispiel dafur, daBl der DIK die klassischen
Phasenkontrastverfahren nicht ersetzen kann.

In der Histologie hat der DIK wegen der gerin-
gen Tiefenschirfe eindeutige Vorteile gegeniiber
dem PK. AufBlerdem eignet sich das DIK-Verfah-
ren auch fur die Amplitudenkontrastierung ge-
farbter Objekte und fur die Beurteilung der Qua-
litit von Mikrotomschnitten. Auf eine Besonder-
heit ist jedoch zu achten: Manche Laboratorien,
speziell solche. die Verkaufspriparate herstellen,
kleben die Schnitte auf Kunststoffolien und ver-
arbeiten sie nach der Firbung und Entwisserung
auf dem Objekttriger zu Dauerpriparaten. Die
Kunststoffolie wirkt im DIK als doppelbrechen-
de Platte und verhindert die Entstehung eines
DIK-Bildes. Solche Priparate konnen auch nicht
im polarisierten Licht beobachtet werden.

In der Himatologie wirkt sich der Haloetfekt des
PK besonders storend aus, weil die GroBe der
Objekte und die Brechzahlunterschiede zwischen
ihnen und dem EinschluBmittel fiir dieses Ver-
fahren besonders ungiinstig sind. Hier ist der
DIK eindeutig tiberlegen. Im PK kénnen Fibrin-
fiden dunkel oder hell erscheinen. je nachdem
in welcher Ebene sie liegen. Beim DIK ist dieser

Effekt nicht zu beobachten. Blutfilme, die auf
Kunststoffolien zu Dauerpriparaten verarbeitet
und mit diesen eingebettet wurden, sind fiir die
Untersuchung im DIK unbrauchbar.

Bild 6: Fliigelschuppe von Macroglossa stellatarum im
DIK. Planobjektiv 20 X /0,40; Projektiv 8 X .

In der Bakteriologie kann man geteilter Mei-
nung dariiber sein, ob dem DIK oder dem PK
der Vorzug zu geben ist, weil gerade der Haloef-
fekt des PK zur Kontrastierung beitrigt. Das ist
wieder ein Beispiel dafur, daB beide Verfahren
ihre Daseinsberechtigung haben und sich gegen-
seitig ergdnzen.

Das gilt auch fir die Hydrobiologie, obgleich
hier die Vorteile eindeutig auf der Seite des DIK
liegen. Die hier zur Untersuchung kommenden
Objekte haben eine viel zu unterschiedliche
Struktur und stoffliche Zusammensetzung, als
daBl man sich nur auf DIK beschrinken konnte.
Fiir morphologische Untersuchungen an rezen-
ten und fossilen Diatomeen, die als reine Pha-
senobjekte betrachtet werden konnen, bietet der
DIK viele Vorteile. Auch bei groBen Gangunter-
schieden zwischen der Diatomeenschale und
dem EinschluBmittel bis zu 2> Wellenldngen er-
hilt man Bilder von groBer Detailerkennbarkeit.
Starke Gradienten der optischen Dicke, wie sie
beispielsweise bei den Stauroneis-Arten vorlie-
gen, treten im DIK-Bild besonders deutlich her-
vor. Von Bedeutung ist hierbei jedoch der Azi-
muteffekt des DIK-Verfahrens, nimlich die an-
fangs erwihnte Tatsache, da3 nur quer zur Auf-
spaltungsrichtung verlaufende Strukturen sicht-
bar gemacht und stark verfilscht wiedergegeben
werden. Dieser Azimuteffekt 148t sich an einigen
pennaten Diatomeen, besonders gut an Hanrz-
schia amphioxys und an den Radialstrukturen
der zentrischen Diatomeen z. B. an Arachnodis-
cus ehrenbergi, demonstrieren. Vorteilhaft ist
beim DIK im Vergleich zum PK. da3 sich die
Diatomeenschalen auch bei hoher Beleuchtungs-
apertur kontrastreich darstellen lassen. Hier
wirkt das DIK-Verfahren als Ortsfrequenczfilter,
das hohe Ortsfrequenzen anhebt und niedrige
Ortsfrequenzen absenkt.
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Es wiirde zu weit fithren, die Anwendung des
DIK in der Mikropaliontologie, Mineralogie,
Metallographie, Kristallographie, Halbleitertech-
nik, Glas- und Kunststoff-Industrie zu beschrei-
ben. Auf eine interessante Moglichkeit soll je-
doch besonders hingewiesen werden: Man kann
von zahllosen undurchsichtigen Objekten wie
Metallschliffen, Kristallflichen, Textilien, Haa-
ren, Federn und Blattoberflichen Lackabdrucke
(z. B. mit UHU-hart) und Abdrucke in Kunst-
stoffolien herstellen und diese im Durchlicht-
DIK mikroskopieren. Geringste Hohenunter-
schiede auf der Oberfliche der Objekte werden
auf diese einfache Weise kontrastreich darge-
stellt. Im Literaturverzeichnis sind Arbeiten ent-
halten, in denen diese Technik ausfuhrlich be-
schrieben wird.

Mikrofotografie im DIK

Bei homogenem und farbintensivem Bildhinter-
grund sind Mikroaufnahmen auf Umkehrfarb-
film problemlos. Man darf bei der fotografischen
Wiedergabe von Interferenzfarben nicht er-
warten, daf3 die Bilder farbgetreu sind. Das ist
weitgehend von den Eigenschaften der Film-
emulsionen und der Belichtungszeit abhingig.
Farbwiedergabe und Kontrast geniigen jedoch in
den meisten Fillen den Anforderungen der Pra-
xis. Wenn solche Bilder schwarzweill reprodu-
ziert und gedruckt werden, ist jedoch mit einem
groBBen Kontrastverlust zu rechnen.

Bei schwarzweiBen Mikroaufnahmen im DIK
sind Kontrast und Detailerkennbarkeit hiufig
von mangelhafter Qualitdt. Als Ursachen hierfiir
kommen geringer Kontrast zwischen Objekt und
Bilduntergrund und eine zu flache Papiergrada-
tion in Betracht. Es ist falsch, die interferenzmi-
kroskopische Anordnung auf stirksten Kontrast
einzustellen, weil hierdurch die Bildqualitit lei-
det (Bild 5). Als Grundregel wird empfohlen, das
Umfeld so hell wie méglich einzustellen, wenn
nur die darzustellenden Strukturen sichtbar wer-
den.

(Bild 6). Bei starken Brechzahlgradienten wer-
den nur die Randbereiche des Objektes kontra-
stiert, die hell aufleuchten, wenn das Umfeld auf
groBte Dunkelheit (schwarz) eingestellt wird.
Wenn man eine mittlere Helligkeit des Umfeldes
wihlt, so ist die Kontrastierung flichenhaft

(Bild 7). Die quer zur Aufspaltungsrichtung gele- -

genen Objektrinder erscheinen in entgegenge-
setztem Kontrast, der eine dunkler und der an-
dere heller als die Umgebung, worauf schlieBlich
der bekannte Reliefeffekt beruht (Bild 8). Bei
dem Schliff durch die Schneckenschale handelt
es sich nicht um ein echtes Relief, sondern um
sicinoare ortliche Gangunterschiedséinderungen.
Die Aragonitkristalle, aus denen die Schale be-
steht, sind auBerdem doppelbrechend. Ein dhn-
liches Relief liefert auch eine mit Immersionsdl
und einem Deckglas bedeckte Mattglasplatte.
Die Gradation des VergroBerungspapiers sollte
steiler sein als bei Hellfeld-Durchlichtaufnah-
men. Bei den Formaten 9X 13 bis 13X 18 cm hat
sich die Gradation . hart* bewihrt. Fiir gro3ere
Formate sollte man sogar die Sorte ..extrahart®
withlen. Mit Farmerschem Abschwicher kann
man den Bildhintergrund wieder authellen, so-
fern es sich um ein freistehendes Objekt handelt
(Bild 9). Die hier gegebenen Empfehlungen sind
natiirlich nur fir Mikroskopiker mit eigener
Dunkelkammer und Erfahrungen in der Vergro-
Berungstechnik hilfreich. Wer auf ein Foto-
GroBlabor angewiesen ist. muB3 leider eine
schlechtere Bildqualitit tolerieren.

Bild 8: Querschliff einer Schneckenschale im DIK. Pla-
nobjektiv 10X /0,24; Projektiv 8 X .

Bild 9: Demodex folliculorum. Haarbalgmilbe des
Menschen nach einem Priparat von O. WOELKE. DIK,
Planobjektiv 20X /0,40; Projektiv 12.5X.
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