Der Modulationskontrast nach Hoffman-
das Verfahren und seine Anwendung

(Die Verwendung von einzelnen Bildern und Texten dieser Ausarbeitung ist
unter Angabe der Quelle ausdricklich erlaubt.)
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Meine mikroskopischen Interessenschwerpunkte

U Zeiss Mikroskope
U diverse Kontrastverfahren

U feinmechanische Problemlosungen,

z.B. Blitzeinrichtungen, Foto- u. andere
Adaptionen
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Bei mir vorhandene mikroskopische Verfahren

Hellfeld
Dunkelfeld
schiefe Beleuchtung
Phasenkontrast

I positiv

I negativ

I anoptral
I nach Heine
|
|
|
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PZO Amplitudenkontrast
PZO Variabler Phasenkontrast
PZO Stereoskopischer Phasenkontrast und 3-D-Kondensor nach Zselyonka und Kiss
Interferenzkontrast nach Jamin-Lebedeff
Interferenzkontrast nach Nomarski
Interferenzkontrast nach Pluta
Interphako nach Beyer/Schoppe
Interferenz im Shearing-Verfahren

To Joo T T To

Es fehlte bislang der Modulationskontrast nach Hoffman
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Ziele des Vortrags

A Kennenlernen eines Kontrastverfahrens, dass sich auf breiter Ebene
weniger durchgesetzt hat

AKI2rung, ob und wie das Verfahren zun

A kleine Exkurse zu den Rahmenbedingungen fiir eine Realisierung
einer Bastellosung
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das Verfahren und seine Anwendung
Grundsatzliches
Wenn Licht auf ein Objekt fallt, kann es vom Objekt beeinflusst werden
Aes kann reflektiert werden
fes kann absorbiert werden
fes kann die Phase und / oder Amplitude beim Durchlass andern
Aes kann farbselektiv absorbiert werden

Aes kann gebeugt oder gestreut werden, und zwar in Abhangigkeit
von den Brechzahldifferenzen und der Dispersion
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Schlierenmethoden

Der Modulationskontrast nach Hoffman (geb.?) ist eine Variante der
Schlierenmethode.

Schlieren sind optisch inhomogene Stellen in einem Medium, die von

kleinen Schwankungen in der Brechzahl herrtihren. Sie entstehen aus an
sich sehr geringen Richtungsanderungen in Strahlenbindeln.

Die Methoden der Sichtbarmachung gehen auf die Schlieren-Schneidetests
von Leon Foucault zurtick (1859) und auf das Schneidenverfahren von
Toepler (1864). Vom Grundsatz her wird hier immer ein Teil des
Fourier-Spektrums mit einer Schneide blockiert, wahrend die
Hintergrundstrahlen passieren kdnnen.

Es werden Phasengradienten im Objekt in Helligkeitsgradienten umgewandelt.
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e 2523463

Aufbau des Modulationskontrastes (aus Patentschrift)
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Einige weitere wichtige Erganzungen zum Patent und seinem Verfahren

A Ausfiihrungen der Spaltblende variabel in Breite und Form

A Spaltblende kann auch durch Fadenlampe ersetzt werden

A Prisma zum Versetzen des Spaltes kann fehlen oder anders realisiert werden
A

Modulatorzonen konnen unterschiedliche Transmissionswerte aufweisen oder
auch farbig sein

A Modulatormaterialien kénnen phasenverschiebenden oder polarisierenden
Charakter haben

A die Lage des Modulators kann variieren
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Funktionsbeschreibung des Verfahrens (nach der Literatur)

Das Beleuchtungslicht passiert den Schlitz der Spaltblende, dann das Objekt und wird danach mit seinen
durch das Objekt gebeugten Informationen in der hinteren Brennebene des Objektivs
(Fourier-Transformationsebene) abgebildet (primares Beugungsbild). Hier ist der sogenannte

Modulator angeordnet.

Nicht vom Objekt abgelenkte Lichtstrahlen fallen auf den mittleren Teil des Modulators, der mit dem
hindurchtretenden Licht die Hintergrundbeleuchtung bildet.

Wenn sich ein Objekt mit Phasengradienten (Unterschiede im Brechungsindex oder in der Dicke)
in der Objektebene befindet, wird das Licht aus der mittleren Region herausgebrochen.

Abbildung 5 - Kontinuierliche optische Gradienten in Phasenobjekten
Das Ergebnis all dieser Brechungen ist eine Ablenkung 5
des Lichtes von der mittleren Region, entweder zur ¢
optisch weniger dichten Seite des Modulators 4
oder zur optisch dichteren Seite. Wasekon

Quelle: Nikon Mikroscopy, The Source For Microscopy Education,
Probenkontrast in der optischen Mikroskopie, 2020
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Funktionsbeschreibung des Verfahrens
(s. dazu auch die Erklarungen ab Folie 29)

Zur Erzeugung des realen Bildes in der
Zwischenbildebene tragen alle Regionen der hinteren
Objektiv-Brennebene bei und damit auch die durch den
Modulator beeinflussten Informationen. Dabei kommt
es auf die geeignete Gewichtung der beinflussbaren
Komponenten an: Gridl3e des Spaltes an der
Spaltblende, Dampfungswerte im Modulator und Breite
der Modulatorzonen.

So kommt es dann zu dem Bild mit betonten
Phasengradienten und reliefartigen Schattenbildungen.

Im Gegensatz zum Phasenkontrast werden die Phasen
aber nicht beeinflusst, dennoch entsteht ein
phasenkontrastahnliches Bild, aber ohne Lichthof.

A Quelle: Kurt Michel, Die Grundziige der Theorie des Mikroskops,
A Stuttgart 1981

Objektivoffnung mit dem aus
der Zwischenebene
+2 herausgeblendeten
Teil des
Beugungsbildes der
Lichtquelle

Abb. 143. Der EinfluBl der Objektivoffnung nach
der ABBEschen Betrachtungsweise und der Strah-
lengang im Mikroskop bei Beriicksichtigung der
Beugung am Objekt

Die Offnung wirkt als Blende. Sie liBt aus
der das Beugungsbild der Lichtquelle darstel-
lenden Reihe von Maxima in der Zwischenebene
nur eine ihrem Durchmesser entsprechende Zahl
wirksam werden.
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Principles of Hoffman Modulation Contrast
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and Slit and Slit
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-Condenser -

Lens —
Slit
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(@) Figure 3 (b)

https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniqgues/hoffman/
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Vorteile des Verfahrens (It. Patentschrift und seiner Weiterentwicklung)

Sichtbarmachung von Phasengradienten bei ungefarbten oder gefarbten
Objekten

schrage Beleuchtung (scheinbar dreidimensionales Erscheinungsbild)

polarisationsoptisch aktive Proben oder Probentrager sind im Gegensatz zu
den Interferenzverfahren unkritisch

Haloeffekte wie beim Phasenkontrastverfahren kommen nicht vor und
der Bildhintergrund ist fast gradientenfrei

Objekte werden leichter und unter Verwendung preiswerterer Bauteile
sichtbar gemacht

umfassende Ausnutzung der Objektivapertur
achteile des Verfahrens
komplizierter Eingriff in die hintere Brennebene
Azimuteffekt (BeleuchtungstscheI sollen senkrecht auf die Vorzugsrichtung des Objektes faIIen)

schwierige Interpretation des schattierten Pseudoreliefeffektes (keine Aussage
uber die Oberflachentopografie sondern nur Uber Brechzahlgradienten)

o Po To Z T Do Do o Do
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die ersten Versuche eines Selbstbaus
Modulator im Zwischenring
Spaltkondensor (n.A.1,2 auf Hohe der Brennebene

Ergebnis

A nicht zufriedenstellend bei schwacher VergréRerung und (damit) erreichbarer hinterer
Brennebene

A kein Ergebnis bei starkeren Objektiven, bei denen die hintere Brennebene innerhalb
des Linsenpaketes liegt und damit nicht erreichbar ist
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Erwerb eines Objektivsatzes flur Modulationskontrast

Objektiv C Plan L 20x/0,3 LMC (), 45 mm Abgleichlange und M 25)

erganzt mit C Plan 10x / 0,22 LMC und C Plan L 40x/ 0,50 LMC
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Bild der hinteren Objektiv-Brennebene mit Angabe der Transmissionen

100 %

15 %

1%
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Okulare W 10x/25

Axiotubus mit Tubuslinse

optikloses Zwischenstuck 35mm Hohe

Anm.: das Optimum liegt bei 67mm und
> 35 mm sind die chrom. Abberationen
vernachlassigbar

Umbau eines Zeiss Standard WL Statives
fir den Einsatz einer Zeiss Unendlich-Optik
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Gewindeadapter RMS auf M25
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drehbares Zwischenstiick zur gleichmafdigen Orientierung des Modulators
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das Verfahren und seine Anwendung

Test der Abbildungsqualitat Leica-Objektiv und Zeiss Tubuslinse u. Okulare
Zeiss-Objektiv Plan Neo 20 Leica-Objektiv CL 20

(noch vertretbarer Qualitatsverlust)
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Der geadnderte Tubusfaktor (165 mm Zeiss statt 200 mm Leitz) wird mit
einem Objektmikrometer ermittelt. Er betragt ca. 0,83, d.h. das
Objektiv 10x arbeitet als Objektiv 8,3 x.

(Alternative Ermittlung: Ein 10x Objektiv mit einem Okular der Sehfeldzahl 25
erzeugt ein Sehfeld von 2,5mm. Ergibt sich ein Sehfeld von 3 mm, betragt
die ObjektivvergroRerung 25/3=8,3. Damit betragt der Tubusfaktor 0,83.)
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Umbau des Zeiss-
Kondensorhalters
auf eine zylindrische
39,5mm Aufnahme

m www.mikroskoptechnik-hagen.de Jurgen Stahlschmidt, Hagen, September 2021




Modulationskontrast nach Hoffman-
das Verfahren und seine Anwendung

PZO-Kondensor UFC (aber Problem der zu hohen Apertur fur ein 10x Objektiv)

Irisblende oder Filterhalter
in der Kondensorbrennebene
positionierbar
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Selbstbau Kondensor n.A. 0,5
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Spaltblendenschieber und Kondensor
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Bild des Modulators Bild des Schiebers hintere Kondensor-
Brennebene

gleiche Spaltbreiten
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Spaltblendenschieber
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Versuch einer Agriffigenfi Er kIl ar un:;
Modulationskontrastes am Beispiel einer Diatomee

Pleurosigma angulatum in Luft

mit einem Apochromaten 40/1,0 Ol mit Iris
und dem ABBEschen Kondensor n.A. 1,4
(trocken verwendet)

Bild der hinteren
Brennebene des
Objektivs
(Fourieebene)

e

Detall
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vergrol3ert
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das Verfahren und seine Anwendung

Die Kondensorblende wird so verschoben,
dass neben dem Maximum Null nur noch
eines der sechs 1. Maxima in der
Objektivoffnung erscheint

Das Bild zeigt eine Parallelstreifung. Die
Streifen verlaufen senkrecht zur
Verbindungslinie der beiden wirksamen
Maxima

Detall
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vergrol3ert
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Hier wird ein anderes 1. Maximum und das
Maximum Null in der Objektivéffnung

abgebildet

Das Bild zeigt eine Parallelstreifung. Die
Streifen verlaufen senkrecht zur
Verbindungslinie dieser beiden wirksamen

Maxima
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vergrofiert
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Pleurosigma angulatum in Luft
mit einem Apochromaten 40/1,0 Ol mit Iris
und dem ABBEschen Kondensor n.A. 1,4

Bild der Spaltblende
Modulatoren (die Grundeinstellung ist aber bei
Deckung mit dem Modulator 15%)

Rechts noch einmal das Bild der hinteren
Brennebene mit einem Modulator der
verschiedene Maxima dampft oder fast
ausloscht.

Dies fuhrt im Zusammenwirken mit dem
verschiebbaren Spaltblendenbild und der
rechts vom Spaltblendenbild wirksamen
Polarisationsfolie zu den betonten
Phasengradienten und reliefartigen
Schattenbildungen des
Modulationskontrastes nach Hoffman.

1% 5%
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Die nachfolgenden 8 Folien erlautern die Funktion des

hier beschriebenen Modulationskontrastes am

Beispiel eines Diatomeen-Objektes bei Einsatz des Objektivs
Leica C Plan L 40x/ 0,50 LMC.

Jewells links oben ist das Bild der hinteren Brennebene und
rechts unten das dazugehorige orthoskopische und
unbearbeitete Bild.
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Bild der verschiebbaren Schlitzblende
Bild der Spaltblendenseite Hinweis: Dies ist nicht die Arbeitseinstellung

mit Polarisationsfolie des Modulationskontrastes. Das Bild zeigt
lediglich die einzelnen Komponenten zur
Erzeugung des Verfahrens. Die Grundeinstellung
ist die Deckung der Spaltblende mit der
Modulatorzone 15% (s. nachste Folie)

Modulatorstreifen 15%

Bild der opaken
Spaltblendenseite Modulatorsegment 1%
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Bild der Schlitzblende, nun in Deckung
mit dem Modulator 15%
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Starke Abblendung der nullten
Beugungsordnung durch eine Aperturblende,
damit die héheren Beugungsordnungen sichtbar
i werden. Die teilweise Abschattung dieser
{ Beugungsordnungen durch den Modulator ist
erahnbar.

Merke: beim Hoffman-Kontrast geht es um
unsymmetrische Abschattungen der
Beugungsordnungen
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Bei etwas weniger Abblendung
ist erkennbar, dass auch die
nullte Beugungsordnung durch
den Modulator gedampft wird.
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Alle Blendeneinfllsse, die lediglich der
Erlauterung des Verfahrens dienten,
sind entfernt. Die ganze Objektivapertur
ist wirksam und das Spaltblendenbild
liegt wieder voll im Einflussbereich

des Modulators 15%.
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Mit einem auf die Lichtaustritts6ffnung gelegten
Polarisator lassen sich die Dampfungen aller
Beugungsordnungen (dem Objekt angepasst)
einstellen.
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Ein Ersatz der Polarisationsfolie durch ein
opakes Material erzeugt den gleichen Effekt
(hier bei ca. 50% Abdeckung).
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100% Abdeckung durch opake Spaltblendenseite
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Anwendung des Schiebers zur Kontrastverstellung

Anwendung des Polarisators zur Anderung der Bildhelligkeit
und Aktivierung der Reliefeffekte

siehe ggfs.
separates
Video
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100 % Deckung im Modulator

mit 50 %

mit 30 %

~mit 0 %

Einfluss der Spaltblende im Modulator
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Einfluss der Orientierung des Polarisators auf die Helligkeit des
Hintergrundes und auf das scheinbar dreidimensionale Erscheinungsbild
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Einfluss eines Polystyrol-Objekttragers beim DIK
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Einfluss des Azimuts auf die Abbildung eines ganz zarten Gitters
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Schwierige Interpretation des
schattierten Pseudoreliefeffektes
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Hufhorn quer 25um
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Hufhorn quer 25um
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Hufhorn quer 25um
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ge Maus
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Radiolarien Kreispraparat

Horumer Siel Grundprobe
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unterschiedlicher Hintergrund
durch Drehung des Polarisators
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Schnitt Ganseblimchen (Wacker)

Schuppe Schleie
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Radertier
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Blepharisma
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Muckenlarve
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