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Anwendungsbere i ch :

A11e Phasen- und Phasen-Ampitudenobjekte.

I,las leistet das Polarisations-fnterferenzmikroskop BfOLAR PI ?

Prof essor Dr. Maksymilian P1uta, Autor des dreibändigen I,/erkes
"Advanced Light Microscopy ( 1 ) und Inhaber vieler Patente auf
dem Gebiet der Lichtmikroskopie und Interferenzoptik, hat im
Zentrallabor für 0ptik in l{arschau ein Polarisations-Interferenz-
mikroskop enthtickelt, mit dern neben. den üblichen Untersuchungen
im Durchli.cht-He11fe1d, -Dunke1fe1d, -Phasenkontrasr und polari-
siertem Llcht auch variabler differentieller Interferenzkontrast
neben zahlreichen Messungen an Phasen- und Phasen-Amplitudenobjek
ten durchgeführt werden können. Das Mikroskop ermöglicht die
Errnittelung von Gangunterschieden zwischen Objekt und Einschluß-
mittel, - der Qradienten von Gangunterschieden, der Brechzahl
und Dicke mikröskopischer Objekte in Bezug auf das Medium, sowie
ihrer Doppelbrechung im Streifenfeld und homogenen Feld bei
differentieller und totaler Bildverdoppelüng. Es dient ferner
zur Bestimmung der Mikrorauhtiefe von 0berf1ächen, der Trockenmas
se von Ze11en, der Lichtdurchlässigkeit mlkroskopischer Objekte
und anderer Parameter. Darüberhinaus kann es als Amplitudenkon-
trastmikroskop eingeset.zt werden und bei der Farbfot.ografie
die Kontrastleistung der Objektive verbessern.

normale Bildaufspaltung im homogenen Feld anstelle der sonst I

üblichen Spezialobjektive rnit eingebautem Nomarski-Prismä gewöhn-i
li-che Achromate, Planachromate und Planapochromate mit endlicher
Bildweite von beliebigen Herstellern verwendet werden können.
Standardmäßig ist das Mikroskop rnit Achromaten oder Planachroma-
ten und den dafür berechneten Okularen von PZO ausgerüstet.

Aufbau des Polarisations-fnterferenzmikroskops

Basis ist das Mlkroskop BIOLAR von PZO mi-t binokularem oder
trinokularem (Vario-) Tubus, drehbarem Kreuztisch und 6 V /tS
[r/att- bzw. I2 V / 100 l'/att-Beleuchtung nach dem Köhlerschen Prinzip.
Es wlrd mit dem Ausbausatz PI (B-29) zum Interferenzmj-kroskop
erweitert, der folgende Bauteile enthä1t:

Das Besondere arn Mikroskop BfOLAR PI ist
differentiellen Int,erferenzkontrast (

Kondensor KPI 2 (N.A L,2)
im Revolver. Er ist für
bei vol1er Ausnutzung der

die Tatsache, daß für 
i

DIK), Streifenfeld und

mit vier Quarzkompensationsprismen
qualitative Untersuchungen im DIK
numerischen Apertur besLimmt.

Spaltblendenkondensor (N.A. 1,2) für a1le quantitativen
interferometrischen Untersuchungen und Messungen.

Int,erferenzzwischentubus mit drei. schaltbaren modifizlerten
l/ollastonprismen, die mit einer Mikrometerschraube hori-
zontal und mit einem breiten Rändelring vertikal verstellt
werden können. Der ein- und ausschalLbare Analysator mit.
Gradteilung ist bequem zu bedienen.

GöKE, G.: l,!ethodeusannlung'Lichtnikroskopier
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Polarisator mit Gradteilung und Schwalbenschwanzführung
für die Kondensoren (t. u. 2.).

5. Vier spezielle Interferenzobjektive LOx/O,24; 20x/0,40;
4Ox/0,65 und 10Ox/1,30 rnit eingebautem drehbaren tüo1la-
stonprisma für die totale Verdoppelung des Bildes größerer
Obj ekte.

6. Hilfsmikroskop (= Einstellhilfe).

7. Meßokular 12 x (10 mm = 100 Teile),

8. Objektmikroneter (t mm = 100 Teile),

g. .Interferenzfilter 546 nm (grün).

10. fnterferenzfilter 590 nn (ge1be Na-Linie)'
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Ausbausatz PI

Anmerkung: Der Ausbausatz PI ist schon an andere Mikroskope
adaptierL worden, z.B. an verschiedene Typen der Serie ZEISS-
Standard, wobei allerdings nechanische Anderungen durchgeführt
werden mußten und ein binokularer bzw. trinokularer Tubus von
PZO erforderlich war. Die Firrna R. Göke kann den Ausbausatz
PI nicht an frernde Mikroskope anpassen.



Nr.: M 36 Blatt 3

Mik r ome t er schrau b e

F1
SpalLblendenkonden

il=r! "'#'=-r;'-ii
IrE:3 lrtr:

l_ ,, _r
lilder I .und 2: polarisations_Interferenzmikro_
skop nadr pluta. ,st, spiegel, F mänb-dÄ-rä"iätj_
s_che! Filter. pOL polarisaior, S SpattUrenääl-#wolla.s,tonprisma des Kondeniors,-ü-xdiääi'soi,
I p^läp?r.1t. oB- objektiv, w, woiraltänäli-Ääim Objektivschaft L, und l_. xörrektionsli;ö;lZzwrscnenlqbus mit 3 sdlaltbaren Wollaston-
lrisme.n }v, (wr. t, 2 und sy und anaiyiäto;-;,
? binglularer Tubus, ot< Oi<ular, ä Hitfs;li<ro:sKop, ErKtarung der Funktion im Text.

AnalysaLo

Rändelrin

twlet_
@l,/i\ l



Nr.: M 36 Blatt 4

Interferenzmikroskopische Methoden

Differenti.eller Interferenzkontrast mit Achromat.en oder Planachro-
maten und dem Kondensor KPI 2.

Der Kondensor KPf 2 wird eingesetzt, der Polarisator in die
S te 1 lung 1 35 oder rrXrr ged reht und die Köhlersche Beleuchtung
exakt eingestellt, wobei der Schalthebel des Interferenz-Zwi-
schentubus auf rtOrt stehen so11. Dann wird dieser Hebel aufrr1rt und der Analysator auf die Markierung n45tt geste11t. Das
lr/ollasLonprisma Nr. 1 bef indet sich jetzt in SErahlengang. Die
Revolverscheibe des Kondensors wird auf eine ZahT eingestellt,
die dem Vergrößerungsmaßstab des 0bj ektivs entspricht, z.B.
auf 10, 2O , 40 oder 100. Bei Verwendung des Obj ektivs 60x /O,85
kann man die Scheibe behelfsweise auf 40 oder i00 einstellen.
Die Aperturblende des Kondensors wird der 0bjektivapertur ange-
paßt (s. Köhlersche Beleuchtung) und das Präparat scharf ei-nge-
ste11t. Mit der Mikrometerschraube des Zwischentubus wird das
Prisma Nr. 1 so weit horizontal verschoben, bis der Bildunter-
grund die schwarzgraue Farbe der nullLen oder die rote Farbe
der ersten f nterf erenzordnung hat. I,rlenn der Bilduntergrund nicht
homogen ist., bewegt. man das Prisma rnit dem großen Rändelring
des Zwischentubus so lange auf und ab, bis das Sehfeld homogen
dunkelgrau 'bzw. roL ist. Beirn 0bjektiv 10x wird das bei hoher
Lage des Prismas der Fa11 sein und bei stärkeren 0bjektiven bei
tief erer Lage. Wenn das trlollastonprisma mit der Mikrometerschrau-
be horidorital .verschoben wird, durchläuft der Bilduntergrund
a1le Farben von der nullEen bis zur dritten Interferenzordnung.
Kont,rast und Farbe können an das Objekt angepaßL werden.

. : ,:Kieselalgen
im Differential-Inter-
ferenzkontrast. Cg-
matopLeura elliptica
(Süßwasser), Cocco-
neis scutelluna
(Brackwasser) und
Surirella Iebigeti(marin). Adlromati-
sdres Objektiv 40xl
0,65, Foto-Okularl0x.

. Kieselalgen im Differential-Interferenz-
kontrast. Surirella robusta (Srlßwasser, Keller-
see), Sürirella englert (Süß\Ä/asser, Naiwasha-See/
Kenia) und Surirella caproni (Süßwasser, Eutin).
Adrromatisdres objektiv 40x/0,65, tr'oto-okular
l0x.



Differentieller fnterferenzkontrast mit Achrornaten oder Planachro-
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rnaten und dern Spaltblendenkondensor.

Anstelle des Kondensors KPI 2 wi-rd der Spaltblendenkondensor
in den Kondensorträger eingesetzt und der Schalthebel des Zvi-
schentubus auf rr0rr gestel1t. Bei ausreichend geöffnetem Spalt
1äßt sich die Köhlersche Beleuchtung bequem optimieren. Dann
ste11t man den Schalthebel wieder auf r'1r'. Die übrige Einstel-
lung des Mikroskops wird nicht verändert. Der Polarisator wird
unLer den Kondensor geschoben und auf die Markierung 'r135' bzw.
I'Xr? gedreht. Bei geöf f netem Spalt erkennt nan mit dem Hilfsrnikro-
skop in der 0bjektivaust,rittspupille farbige Interferenzstreifen
mit dunklem Nullstreifen. Der Spalt des Kondensors so11 in der
Mitte des Sehfeldes parallel zu den Streifen verlaufen. Er wird
mit den Stellschrauben des Kondensors so weiE verengt, daß nur
eln einziger Interferenzstreifen ausgeschnitten wird. Mit der
Mikrometerschraube kann man jeden belieblgen fnterferenzstreifenr
in das Bild des Spalts schieben. Seiner Farbe entspricht der
Untergrund des gesanten Sehfeldes. MiL dem Rändelring des Zwi-
schentubus wird das Sehfeld des Mikroskopsr wie im vorherigen
Abschnitt beschriebenl homogenisi.ert. Man kann die Skala des
Polari-sators statt. auf "X" auch auf II einstellen (= Schwingungs-
richtungen para1le1). In diesem Fa11e entsteht eine andere Reihe
von fnterferenzstreifen. Der Streifen der nullten Ordnung ist
jeEzt nicht schwarzt sondern weiß. Welche Reihe von Interferenz-
streifen verwendet. wird, hängt von der Art des zu untersuchenden
Objekts a-b* Die Farbe 1äßt sich mit der Mikrometerschraube rasch,,
sehr präzise uhd reproduzierbar variieren. Die Größe der Bild-
aufspaltung des Prismas Nr. 1 liegt unter dem Auflösungsvermögen
der Objektive: lOx/O,24 = 1,89 pm, 2Ox/0,+A = 0,89 pm, 40x /O,65
= 0,50 pm und 10Ox/1,30 = O,20 pn.

Untersuchungen im Streifenfeld mit Achromat.en oder Planachromaten
und dem Spalt.blendenkondensor

Gegenüber dem vorherigen Abschnitt wird die Einstellung des
Mikroskops nicht verändert, das scharf eingestellte Präparat
so weiL verschoben, daß das Sehfeld leer ist. JeLzt . wird der
Schalthebel des Zwischentubus auf ttztt geste11t. Das LIollaston-
prisma Nr. 2 ist eingeschaltet. Die Analysatorskala steht auf
dem L/ert 45, die Skala des Polarisators auf 135 oder "X". Die
Spaltblende wird unter Kontrolle mit dem Hilfsrnikroskop beträcht-
lich verengt. Mit dem Okular beobachtet man geradlinige farbige
Interferenzstreifen nit dunklem Nullstreifen. Ist das nicht
der Fa11, wird das Prisma mit der Mikrometerschraube verschoben,
bis die Streifen erscheinen. Das z! untersuchende 0bjekt wird
wieder ins SehfeLd geschoben. In seinem jelzE verdoppelten Bild
werden die Streifen ausgelenkt. Die Größe dieser Auslenkung
ist mit dem Okularmikrometer meßbar. Sie ist ein Maß für den
Gangunterschied zwischen Objekt und Einschlußmitte1. fm Bereich
von + 25 7 kann er rnit einer Genauigkeit von .L /SO bestimrnt
werden. I{enn eines der bei.den fnterferenzfilter in den Filter-
träger eingeset.zt wird, sind die Streifen schwarz und deutllcher
ztr erkennen. Das Verfahren ist für die'Bestirnmung von BrechzahJ. ,
Dicke und Doppelbrechung von dünnen Fäden, Filmen und Plat.ten
besonders gut geeignet. Die Größe der Bildaufspaltung des Prismas
Nr. 2 bezogen auf die 0bj ektebene übersteigt die des Prismas
Nr. 1 beträchtlichz IOx/O,24 = 32 pm,2ox/0,40 = 17 pn,4Ox/0,65
= 8,7 pm und 100x/1,30 = 3,4 Fm.
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Homosenfeld-Verfahren bei totaler Biljverdoppelung klelner Objekte

Das Mikroskop wird wie beim Streifenfeld für die Untersuchung
vorbereitet. Der Schalthebel des Interferenz-Zvischentubus wird
auf rr3r' geste11t. Das Prisna Nr. 3 ist, eingeschaltet.. Nach den
Einstellen des homogenen Feldes ist das Sehfeld ungefähr bei
Mi.ttellage des Prisrnas dunkel. Das Verschieben des Prismas aus
dieser Lage in beide Richtungen hat den Übergang auf eine Reihe
von homogenen Farben der ersten, zweiten und dritten Interferenz-
ordnungen zur Fo1ge. Kleine Objekte erscheinen total verdoppelt,
größere nur teilweise. Durch Verschieben des Prismas mit der
Mikrometerschraube und Verdunkelung erst des einen, dann des
anderen Tei-lbildes werden aus dem Betrag der erforderlichen
Mikrometerbewegung der Gangunt.erschied und a1le davon abgeleite-
ten Größen berechnet. Im Bereich von 5 I kann die Meßgenauigkeit
A/80 betragen. Die Größe der Bildaufspaltung bezogen auf die

Objektebene ist beirn Prisma Nr. 3 etwas geringer als beirn Prisma
Nr. 2 : LOx/O,24 = 6,45 pn,2Ox/0,40 = 3,45 p_m,40x0'65 = I,75
/um und 100x/1,30 0,70 pm. Die Methode ist für die Bestimmung
von Brechzahl und Dicke sehr kleiner 0bjekte und zvr Bestimmung
der Trockenmasse von Zellen geelgnet,

Total verdoppelr.tde Verfahren mit Interfefenz-O!.iektiven

Zum Ausbausatz PI gehören vier fnterferenz-Objektive mit einge-
bautem drehbaren ltlollastonprisma, das .zusämmen nit den Prismen
1, 2 oder 3 das Doppel-fnterferometerprinzip realisiert. Zur
Beleuchtung wird der Spaltblendenkondensor verwendet. Es entsteht
ein neues Streifensyst.em, bei dem die Streifen schmaler sind
und dichter beiei-nander 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 Pri-smas im 0bj ektiv um 180 oder 45o werden
unterschi.edlich große Bildaufspaltungen erzielt. Die maximale
Bildaufspaltung in Fm, bezogen auf die 0bjektebene fü'r grünes
Licht (5a6 nm)i zeigl die nachfolgende Tabelle:

ob jektiv Iox/o,24 2ox/o ,45 40x/0,65 lOOx/ I ,3O

Pr i sma

Prisrna

Prisrna

Nr. 2

Mit den Interferenzobjektiven können folgende Interferenz-Methode
durchgeführL werden:
1. Different,ialverfahren im Homogenen .'fnterferenzfeld..

( Prisma Nr . 1 )
2. Streifenverfahren mit totaler veränderlicher Bildaufspaltung

(Prisma Nr. 2)
3. Homogenfeldverfahren rnit totaler veränderlicher Bildaufspal-

tung (Prismen Nr. 1 und 3).
4. Differentieller Int.erferenzkontrast in Subtraktionslage

der Prismen (Prisma Nr. i).

L2

29

T4

20

37

23

40

70

45

Nr

Nr
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Polarisations-lnterlerenzmikroskop nach Plure.
Pol Polarisator, S Spaltblende.'K Kondensor, OE Ob-
jektebene, Ob Objektiv. ObBr E Objektiv.brennebene,
l'l' Prisma im Objektiv drehbar, l/r Prisma im Zwi-
schcntubus verschiebbar. ln Analysator. Erklärung im
Text-

Cangunterschiedsmessung an P leurosigma. Plan-
objektiv 20x /0.40: Projektiv 8x. Beleuchtungsaper-
tur 0,08

Cansunterschiedsmessuns bei totaler Bildaul--
spaltung. Prlsma la, tnd ll, inäddirionssteUung. In-
terferenT-Objektiv 40x /0.65: Projektiv 8x. Beleuch-
tungsapertur 0, I 5. Erklärung im Text.

Aulgespa ltenes
Bild einer Glaslirscr im
Streifenfeld. Dic Streilen-
versetzung in dcn beiden
Teilbildern ist me lJbar.
Weißes Licht. Plln-
obiekliv 20 x /0.401
Pröjektiv 8x. i
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Messung der Lichtdurchlässigkeit mikroskopischer 0bjekte

Das Polarisationsmikroskop BI0LAR PI ist auch für die Messung
der Lichtdurchlässigkeit von Phasen-Ampli.tudenobj ekten, die
das Licht in gewissem Maße absorbieren, gut geeignet. Mit ihrn
kann man die Transmission bzv. Extinktion rnikroskopischer 0bjekte
mit einer Genauigkeit von I Z allein rnit lichtoptischen Mitteln
ohne zusätzLiche Elektronik ermitteln. Bis zu diesem Wert ersetzt
es ein Mikroskop-Photometer. Man kann die Methode im homogenen
Interferenzfeld und im Streifenfeld durchführen. Sie wird in
dem zum GeräL gehörenden Handbuch genau beschrieben.

Amp 1i tudenkon t,ras t verf ahre n

Bei der Herstellung von Mikroaufnahmen farbiger 0bj ekte kann
das BIOLAR PI als Amplitudenkontrastmikroskop verwendet werden.
Dabei wird die Kontrastleistung der Obj ektive, auch die von
Achromaten, beträchtlich erhöht,.

Zunächst ste11t man wie unter 1. (differentieller Interferenzkon-
trast ) beschrieben, den Bilduntergrund auf die dunkelste Farbe
ein (Schwarz bis Dunkelgrau). Dann dreht nan den Polarisator
um eini-ge Grad nach rechts oder 1inks. Dabei werden der
Bilduntergrund he1ler, die Farben des 0bj ekts j edoch Liefer.
ülenn letztere ihre maximale Intensität erhalten haben, das Bild
seinen typischen Reliefcharakter eben etwas verloren hat, ist.
das Erggbnis bei Farbaufnahmen an besten. Auch bei hoher
Beleuchtungsapelrtur nimmt der Kontrast nur. unwesentlich ab.
fn gewissen Grenzen 1äßt er sich durch Drehen des Polarisators
und mit der Aperturblende des Kondensors steuern.

He11fe1d-Durchlicht

Die Revolverscheibe des Kondensor KPI 2 und der S,chalthebel
des Int.erf er enz-Zwischentubus werden auf tt0rt gestellt . Die l,/o11a-
st,onprismen sind ausgeschaltet. Der Analysator wird so gedreht,
daß er sich nicht mehr im Strahlengang befindet. Der Polarisator
wird vom Kondensor abgezogen (nicht unbedingt erforderlich).
Die Aperturblende des Kondensors wird unter Einhaltung des Köh-
lerschen Beleuchtungsprinzips der Apertur des Objektivs angepaßt.

Polarisiertes Durchlicht

Der Schalthebel des Inlerfer enz-Zwis.huntubu" und die Revolver-
schei-be des Kondensors KPI 2 stehen auf t'0", der Polarisator
wird auf 135 bzw. rrX" und der Analysator auf die Marke 45 ein-
geste11t.

Durchlicht-Dunkelf e1d

Der Schalthebel des Interferenz-Zwischentubus wird auf rt0rr ge-
ste11t. Anstelle des Kondensors KPI 2 w:..rd ein Trocken- oder 

I

Immersionsdunkelfeldkondensor, gBf. auch ein Hellfeldkondensor
mit Zent.ra1-blende in den Kondensorträger eingesetzt. Beim Trocken-
dunkelfeldkondensor sol1te das Objektiv 4Ox/O,65 , beim fmmer-
sionsdunkelfeldkondensor das Objektiv 100x/L,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 Kondensort.räger ei.ngesetzt. Die normalen Objektive werden
durch Phasen-Obj ektive ersetzt. tr/enn zwei Obj ektivrevolver zur
Verfügung stehen, kann man auch di-e mi.L 0bjektiven besLückten
Revolver wechseln, was bequemer ist. Der Schalthebel des fnterfe-
renz-Zwischentubus steht auf trOrt. Die Optimierung des Phasen-
kontrastmikroskops wi-rd wie üb1ich durchgeführt. Bei Verwendung
der variablen PhasenkontrasL-Einrichtung von PZO 1äßt sich
der ebung von
I--t,So bis - 11Oo (positiver Phasenkontrast) und von + 1,5o
bis + I20o (negativer Phasenkontrast) an das 0bjekt anpassen.

Ztm Polarisations-Interferenzmikroskop BIOLAR PI wird eine aus-
führliche Beschreibung in deutscher Sprache geliefert, die a1le
Met.hoden berücksichtigt und die erforderlichen Berechnungsformeln
enthä1t. Die vorliegenden Methodenblätter aus der 'tMethodensamm-
lung Lichtmikroskopiert so11en nur eine Orientierungshilfe sein.
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