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Methode:

Das Polarisations-Interferenzmikroskop

Literatur: s. Blatt 9

Anwendungsbereich:

Alle Phasen- und Phasen—-Ampitudenobjekte.

Was leistet das Polarisations-Interferenzmikroskop BIOLAR PI ?

Professor Dr. Maksymilian Pluta, Autor des dreibdndigen Werkes

"Advanced Light Microscopy (1) und Inhaber vieler Patente auf
dem Gebiet der Lichtmikroskopie und Interferenzoptik, hat im
Zentrallabor fiir Optik in Warschau ein Polarisations-Interferenz-
mikroskop entwickelt, mit dem neben den iiblichen Untersuchungen
im Durchlicht-Hellfeld, -Dunkelfeld, -Phasenkontrast und polari-
siertem Licht auch variabler differentieller Interferenzkontrast
neben zahlreichen Messungen an Phasen— und Phasen—-Amplitudenobjek=
ten durchgefiihrt werden kdnnen. Das Mikroskop ermdglicht die
Ermittelung von Gangunterschieden zwischen Objekt und EinschluB-
mittel, -der Gradienten von Gangunterschieden, der Brechzahl
und Dicke mikroskopischer Objekte in Bezug auf das Medium, sowie
ihrer Doppelbrechung im Streifenfeld und homogenen Feld bei
differentieller und totaler Bildverdoppelung. Es dient ferner
zur Bestimmung der Mikrorauhtiefe von Oberfldchen, der Trockenmas
se von Zellen, der Lichtdurchldssigkeit mikroskopischer Objekte |
und anderer Parameter. Dariiberhinaus kann es als Amplitudenkon-
trastmikroskop eingesetzt werden wund bei der Farbfotografie]
die Kontrastleistung der Objektive verbessern. (

Das Besondere am Mikroskop BIOLAR PI ist die Tatsache, daB fiir ‘
differentiellen Interferenzkontrast (DIK), Streifenfeld und
normale Bildaufspaltung im homogenen Feld anstelle der sonst
iiblichen Spezialobjektive mit eingebautem Nomarski-Prisma gewohn-—|
liche Achromate, Planachromate und Planapochromate mit endlicher
Bildweite von beliebigen Herstellern verwendet werden konnen.|
StandardmdBig ist das Mikroskop mit Achromaten oder Planachroma-
ten und den dafiir berechneten Okularen von PZO ausgeriistet.

Aufbau des Polarisations-Interferenzmikroskops

Basis ist das Mikroskop BIOLAR von PZO mit binokularem oder
trinokularem (Vario—) Tubus, drehbarem Kreuztisch und 6 V/15
Watt- bzw. 12 V/100 Watt-Beleuchtung nach dem Kéhlerschen Prinzip.
Es wird mit dem Ausbausatz PI (B-29) zum Interferenzmikroskop
erweitert, der folgende Bauteile enth&dlt:

1. Kondensor KPI 2 (N.A 1,2) mit vier Quarzkompensationsprismen
im Revolver. Er ist fiir qualitative Untersuchungen im DIK
bei voller Ausnutzung der numerischen Apertur bestimmt.

2. Spaltblendenkondensor (N.A. 1,2) fiir alle quantitativen

interferometrischen Untersuchungen und Messungen. |
3. Interferenzzwischentubus mit drei schaltbaren modifizierten
Wollastonprismen, die mit einer - Mikrometerschraube hori-
zontal und mit einem breiten Ridndelring vertikal verstellt
werden konnen. Der ein— und ausschaltbare Analysator mit
Gradteilung ist bequem zu bedienen.
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4. Polarisator mit Gradteilung und Schwalbenschwanzfiihrung
fiir die Kondensoren (1. u. 2.).

Sie Vier spezielle Interferenzobjektive 10x/0,24; 20x/0,40;
40x/0,65 und 100x/1,30 mit eingebautem drehbaren Wolla-—|

stonprisma fiir die totale Verdoppelung des Bildes groBerer
Objekte.

6. Hilfsmikroskop (= Einstellhilfe).

7. MeBokular 12 x (10 mm = 100 Teile),
8. Objektmikrometer (1 mm = 100 Teile).
9. Interferenzfilter 546 nm (griin).

10. Interferenzfilter 590 nm (gelbe Na-Linie).

Ausbausatz PI

Anmerkung: Der Ausbausatz PI ist schon an andere Mikroskope
adaptiert worden, z.B. an verschiedene Typen der Serie ZEISS-
Standard, wobei allerdings mechanische Anderungen durchgefiihrt
werden muBten und ein binokularer bzw. trinokularer Tubus von
PZO0 erforderlich war. Die Firma R. Goke kann den Ausbausatz
PT nicht an fremde Mikroskope anpassen.
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— ([N == skop nach Pluta. SP Spiegel, F monochromati-
=t POL é sches Filter, POL Polarisator, S Spaltblende, W
e——— T Wollastonprisma des Kondensors, K Kondensor,
= F — P Prdparat, OB Objektiv, W, Wollastonprisma
| i im Objektivschaft L, und L, Korrektionslinsen, Z
—_ *-% —_—— Zwischentubus mit 3 schaltbaren Wollaston-
SP SpP Prismen W, (Nr. 1, 2 und 3) und Analysator A,

B binokularer Tubus, OK Okular, H Hilfsmikro-
skop. Erkldrung der Funktion im Text.
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Interferenzmikroskopische Methoden

Differentieller Interferenzkontrast mit Achromaten oder Planachro-
maten und dem Kondensor KPI 2.

Der Kondensor KXPI 2 wird eingesetzt, der Polarisator in die
Stellung 135 oder "X" gedreht und die Kohlersche Beleuchtung
exakt eingestellt, wobei der Schalthebel des Interferenz-Zwi-
schentubus auf "O" stehen soll. Dann wird dieser Hebel auf
"1" und der Analysator auf die Markierung "45" gestellt. Das
Wollastonprisma Nr. 1 befindet sich jetzt im Strahlengang. Die
Revolverscheibe des Kondensors wird auf eine Zahl eingestellt,
die dem VergroBerungsmaBstab des Objektivs entspricht, =z.B.
auf 10, 20, 40 oder 100. Bei Verwendung des Objektivs 60x/0,85
kann man die Scheibe behelfsweise auf 40 oder 100 einstellen.
Die Aperturblende des Kondensors wird der Objektivapertur ange-
paBt (s. Kohlersche Beleuchtung) und das Pridparat scharf einge-
stellt. Mit der Mikrometerschraube des Zwischentubus wird das|
Prisma Nr. 1 so weit horizontal verschoben, bis der Bildunter—|
grund die schwarzgraue Farbe der nullten oder die rote Farbe
der ersten Interferenzordnung hat. Wenn der Bilduntergrund nicht
homogen ist, bewegt man das Prisma mit dem groBen R&dndelring
des Zwischentubus so lange auf und ab, bis das Sehfeld homogen
dunkelgrau bzw. rot ist. Beim Objektiv 10x wird das bei hoher
Lage des Prismas der Fall sein und bei stdrkeren Objektiven bei
tieferer Lage. Wenn das Wollastonprisma mit der Mikrometerschrau-
be horizontal :verschoben wird, durchliduft der Bilduntergrund
alle Farben von der nullten bis zur dritten Interferenzordnung.
Kontrast und Farbe konnen an das Objekt angepaBt werden.

© . Kieselalgen
im Differential-Inter-
ferenzkontrast. Cy-
matopleura elliptica
(StBwasser), Cocco-
neis scutellum
(Brackwasser) und
Surirella febigeri
(marin). Achromati-
sches Objektiv 40X/
0,65, Foto-Okular10x.

=

x-h
~

et Noom . Kieselalgen im Differential-Interferenz-
o~ kontrast. Surirella robusta (SiiBwasser, Keller-
~ see), Surirella engleri (StiBwasser, Naiwasha-See/

Kenia) und Surirella caproni (SiiBwasser, Eutin).
* Achromatisches Objektiv 40X/0,65, Foto-Okular
10X,
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Differentieller Interferenzkontrast mit Achromaten oder Planachro-
maten und dem Spaltblendenkondensor. -

Anstelle des Kondensors KPI 2 wird der Spaltblendenkondensor
in den Kondensortriger eingesetzt und der Schalthebel des Zwi-
schentubus auf "O0" gestellt. Bei ausreichend gedffnetem Spalt
148t sich die Koéhlersche Beleuchtung bequem optimieren. Dann
stellt man den Schalthebel wieder auf "1". Die iibrige Einstel-
lung des Mikroskops wird nicht verdndert. Der Polarisator wird
unter den Kondensor geschoben und auf die Markierung "135" bzw.
"X" gedreht. Bei gedffnetem Spalt erkennt man mit dem Hilfsmikro-
skop in der Objektivaustrittspupille farbige Interferenzstreifen
mit dunklem Nullstreifen. Der Spalt des Kondensors soll in der
Mitte des Sehfeldes parallel zu den Streifen verlaufen. Er wird
mit den Stellschrauben des Kondensors so weit verengt, dafBl nur
ein einziger Interferenzstreifen ausgeschnitten wird. Mit der |
Mikrometerschraube kann man jeden beliebigen Interferenzstreifen |
in das Bild des Spalts schieben. Seiner Farbe entspricht der
Untergrund des gesamten Sehfeldes. Mit dem R&ndelring des Zwi-
schentubus wird das Sehfeld des Mikroskops,; wie im vorherigen
Abschnitt beschriebeny homogenisiert. Man kann die Skala des
Polarisators statt auf "X" auch auf II einstellen (= Schwingungs-
richtungen parallel). In diesem Falle entsteht eine andere Reihe
von Interferenzstreifen. Der Streifen der nullten Ordnung ist
jetzt nicht schwarzy sondern weiB. Welche Reihe von Interferenz-
streifen verwendet wird, hdngt von der Art des zu untersuchenden
Objekts ab. Die Farbe 1#B8t sich mit der Mikrometerschraube rasch,
sehr pridzise uhd reproduzierbar variieren. Die GroBe der Bild-
aufspaltung des Prismas Nr. 1 liegt unter dem Aufldsungsvermdgen
der Objektive: 10x/0,24 = 1,89 mum, 20x/0,40 = 0,89 pms 40x/0,65
= 0,50 pm und 100x/1,30 = 0,20 um.

Untersuchungen im Streifenfeld mit Achromaten oder Planachromaten
und dem Spaltblendenkondensor

Gegeniiber dem vorherigen Abschnitt wird die Einstellung des
Mikroskops nicht veridndert, das scharf eingestellte Pridparat
so weit verschoben, daB das Sehfeld leer ist. Jetzt .wird der
Schalthebel des Zwischentubus auf "2" gestellt. Das Wollaston-—
prisma Nr. 2 ist eingeschaltet. Die Analysatorskala steht auf
dem Wert 45, die Skala des Polarisators auf 135 oder "X". Die
Spaltblende wird unter Kontrolle mit dem Hilfsmikroskop betradcht-
lich verengt. Mit dem Okular beobachtet man geradlinige farbige
Interferenzstreifen mit dunklem Nullstreifen. Ist das nicht
der Fall, wird das Prisma mit der Mikrometerschraube verschoben,
bis die Streifen erscheinen. Das zu untersuchende Objekt wird
wieder ins Sehfeld geschoben. In seinem jetzt verdoppelten Bild
werden die Streifen ausgelenkt. Die GrgBe dieser Auslenkung
ist mit dem Okularmikrometer meBbar. Sie ist ein MaB fiir den |
Gangunterschied zwischen Objekt und EinschluBimittel. Im Bereich
von + 25A kann er mit einer Genauigkeit von A /30 bestimmt
werden. Wenn eines der beiden Interferenzfilter in den Filter-
tridger eingesetzt wird, sind die Streifen schwarz und deutlicher
zu erkennen. Das Verfahren ist fiir die Bestimmung von Brechzahl,
Dicke und Doppelbrechung von diinnen Fiden, Filmen und Platten
besonders gut geeignet. Die GréBe der Bildaufspaltung des Prismas
Nr. 2 bezogen auf die Objektebene iibersteigt die des Prismas
Nr. 1 betridchtlich: 10x/0,24 = 32 pm, 20x/0,40 = 17/mu 40x/0,65
= 8,7 uam und 100x/1,30 = 3,4 pm.
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Homogenfeld-Verfahren bei totaler Bildverdoppelung kleiner Objekte
mit Achromaten oder Planachromaten und Spaltblendenkondensor.

Das Mikroskop wird wie beim Streifenfeld fiir die Untersuchung
vorbereitet. Der Schalthebel des Interferenz-Zwischentubus wird
auf "3" gestellt. Das Prisma Nr. 3 ist eingeschaltet. Nach dem
Einstellen des homogenen Feldes ist das Sehfeld ungefdhr bei
Mittellage des Prismas dunkel. Das Verschieben des Prismas aus|
dieser Lage in beide Richtungen hat den Ubergang auf eine Reihe|
von homogenen Farben der ersten, zweiten und dritten Interferenz-—|
ordnungen zur Folge. Kleine Objekte erscheinen total verdoppelt,
groBere nur teilweise. Durch Verschieben des Prismas mit der
Mikrometerschraube und Verdunkelung erst des einen, dann des
anderen Teilbildes werden aus dem Betrag der erforderlichen|
Mikrometerbewegung der Gangunterschied und alle davon abgeleite—|
ten GroBen berechnet. Im Bereich von 5% kann die MeBgenauigkeit
A/80 betragen. Die GroBe der Bildaufspaltung bezogen auf die
Objektebene ist beim Prisma Nr. 3 etwas geringer als beim Prisma
Ne. 2 ¢ 102/0,24 = 6,45 pum, 20x/0,40 = 3,45 pgm, 40x0,65 = 1,75
pm und 100x/1,30 = 0,70 pm. Die Methode ist fiir die Bestimmung
von Brechzahl und chke sehr kleiner Objekte und zur Bestimmung
der Trockenmasse von Zellen geeignet,

Total verdoppelnde Verfahren mit Interferenz-Objektiven

Zum Ausbausatz PI gehdren vier Interferenz-Objektive mit einge-
bautem drehbaren Wollastonprisma, das .zusammen mit den Prismen
1, 2 oder 3 das Doppel-Interferometerprinzip realisiert. Zur
Beleuchtung wird der Spaltblendenkondensor verwendet. Es entsteht
ein neues Streifensystem, bei dem die Streifen schmaler sind
und dichter beieinander stehen. Mit dem Spaltblendenkondensor
wird ein Streifen, z.B. das Tiefrot der ersten Interferenzordnung
ausgeschnitten, in dessen Farbe dann auch das Sehfeld erscheint.
Durch Drehen des Prismas im Objektiv um 180 oder 45° werden
unterschiedlich groBe Bildaufspaltungen erzielt. Die maximale
Bildaufspaltung in pam, bezogen auf die Objektebene fiir griines|
Licht (546 nm); zeigt die nachfolgende Tabelle: ;

Objektiv 10x/0,24 20x/0,45 40x/0,65 100x/1,30
Prisma Nr. 1 40 2.0 12 4
Priigma Ne,. 2 70 37 29 8
Prisma Nr. 3 45 23 14 3

Mit den Interferenzobjektiven konnen folgende Interferenz Methoden

durchgefiihrt werden:

1. Differentialverfahren im Homogenen :Interferenzfeld.
(Prisma Nr. 1)

2. Streifenverfahren mit totaler veridnderlicher Bildaufspaltung
(Prisma Nr. 2)

3. Homogenfeldverfahren mit totaler verdnderlicher Bildaufspal-
tung (Prismen Nr. 1 und 3).

4, Differentieller Interferenzkontrast in Subtraktionslage
der Prismen (Prisma Nr. 1).
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Polarisations-Interferenzmikroskop nach PLUTA. Gangunterschiedsmessung an Pleurosigma. Plan- |
Pol Polarisator, S Spaltblende, K Kondensor, OE Ob- objektiv 20X /0,40; Projektiv 8, Beleuchtungsaper-
jektebene, Ob Objektiv. ObBrE Objektivbrennebene, tur 0,08 ‘
W, Prisma im Objektiv drehbar, W, Prisma im Zwi-
schentubus verschiebbar, An Analysator. Erklarung im
Text.

b

A G

>
Ed

Gangunterschiedsmessung bei totaler Bildauf- |
spaltung, Prisma W, und W, in Additionsstellung. In- |
terferenz-Objektiv 40X /0,65; Projektiv 8 X, Beleuch- |
tungsapertur 0,15. Erklarung im Text.

Aufgespaltenes
Bild einer Glasfaser im
Streifenfeld. Die Streifen- |
versetzung in den beiden
Teilbildern ist me3bar.
WeiBes Licht. Plan-
objektiv 20X /0.40;
Projektiv 8 X.
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Messung der Lichtdurchlidssigkeit mikroskopischer Objekte

Das Polarisationsmikroskop BIOLAR PI ist auch fir die Messung |
der Lichtdurchlidssigkeit von Phasen—Amplitudenobjekten, die |
das Licht in gewissem MaBe absorbieren, gut geeignet. Mit ihmg
kann man die Transmission bzw. Extinktion mikroskopischer Objekte
mit einer Genauigkeit von 1 % allein mit lichtoptischen Mitteln |
ohne zusdtzliche Elektronik ermitteln. Bis zu diesem Wert ersetzt
es ein Mikroskop-Photometer. Man kann die Methode im homogenen
Interferenzfeld wund im Streifenfeld durchfiihren. Sie wird in

dem zum Gerdt gehdrenden Handbuch genau beschrieben.

Amplitudenkontrastverfahren

Bei der Herstellung von Mikroaufnahmen farbiger Objekte kann
das BIOLAR PI als Amplitudenkontrastmikroskop verwendet werden.
Dabei wird die KXontrastleistung der Objektive, auch die von
Achromaten, betrdchtlich erhoht.

Zunidchst stellt man wie unter 1. (differentieller Interferenzkon-
trast) beschrieben, den Bilduntergrund auf die dunkelste Farbe
ein (Schwarz bis Dunkelgrau). Dann dreht man den Polarisator!
um einige Grad nach rechts oder 1links. Dabei werden der
Bilduntergrund heller, die Farben des Objekts jedoch tiefer.
Wenn letztere ihre maximale Intensitdt erhalten haben, das Bild
seinen typischen Reliefcharakter eben etwas verloren hat, ist
das Ergebnis bei Farbaufnahmen am besten. Auch bei hoher
Beleuchtungsapeértur nimmt der Kontrast nur. unwesentlich ab.
In gewissen Grenzen 1iBt er sich durch Drehen des Polarisators
und mit der Aperturblende des Kondensors steuern.

Hellfeld-Durchlicht

Die Revolverscheibe des Kondensor KPI 2 und der Schalthebel
des Interferenz—Zwischentubus werden auf "O" gestellt. Die Wolla-
stonprismen sind ausgeschaltet. Der Analysator wird so gedreht,
daB er sich nicht mehr im Strahlengang befindet. Der Polarisator
wird vom Kondensor abgezogen (nicht unbedingt erforderlich).

Die Aperturblende des Kondensors wird unter Einhaltung des Koh-
lerschen Beleuchtungsprinzips der Apertur des Objektivs angepafit.

Polarisiertes Durchlicht

Der Schalthebel des Interferenz-Zwischentubus und die Revolver— |
scheibe des Kondensors ‘KPI 2 stehen auf "0", der Polarisator
wird auf 135 bzw. "X" wund der Analysator auf die Marke 45 ein-
gestellt.

Durchlicht-Dunkelfeld

Der Schalthebel des Interferenz-Zwischentubus wird auf "O" ge-
stellt. Anstelle des Kondensors KPI 2 wird ein Trocken— oder
Immersionsdunkelfeldkondensor, ggf. auch ein Hellfeldkondensor
mit Zentralblende in den Kondensortridger eingesetzt. Beim Trocken
dunkelfeldkondensor sollte das Objektiv 40x/0,65 , beim Immer-
sionsdunkelfeldkondensor das Objektiv 100x/1,30 eine Irisblende
besitzen. Die Verwendung der Halogen-Hochleistungsmikroskopier-
leuchte ist vorteilhaft.
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Durchlicht-Phasenkontrast

Anstelle des Kondensors KPI 2 wird ein Phasenkontrast-Kondensor
in den Kondensortriger eingesetzt. Die normalen Objektive werden
durch Phasen-Objektive ersetzt. Wenn zwei Objektivrevolver zur
Verfiigung stehen, kann man auch die mit Objektiven bestiickten
Revolver wechseln, was bequemer ist. Der Schalthebel des Interfe-
renz-Zwischentubus steht auf "0". Die Optimierung des Phasen-
kontrastmikroskops wird wie iiblich durchgefiihrt. Bei Verwendung

der variablen Phasenkontrast—Einrichtung von PZO0 148t sich
der Phasenkontrast im Bereich einer Phasenverschiebung von
- 1,5° bis - 110° (positiver Phasenkontrast) und von + 1,5

bis + 120° (negativer Phasenkontrast) an das Objekt anpassen.

Zum Polarisations—Interferenzmikroskop BIOLAR PI wird eine aus-
fiihrliche Beschreibung in deutscher Sprache geliefert, die alle
Methoden beriicksichtigt und die erforderlichen Berechnungsformeln
enthidlt. Die vorliegenden Methodenbldtter aus der "Methodensamm~—
lung Lichtmikroskopie" sollen nur eine Orientierungshilfe sein.
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