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Methode: Methoden der lnterferenzm ikroskopie

Literatur: Ausführliches Yerzeichnis auf Blatt 17.

Anwendungsbere i ch :

Alle Phasen- und Phasen-Amplitudenobjekte im Durchlicht.

1. Einführung

Die Interferenzmikroskopie ist ein recht junges
Teilgebiet der angewandten Mikroskopie. Das
älteste Durchlicht-Interlerenzmikroskop wurde
zwar schon I 893 von Srnrs beschrieben, aber mit
diesem Gerät und den späteren Konstruktionen
konnten nur schwache Vergrößerungen erzielt
werden. Leistungsftihige, nach dem Shearing-
Verfahren arbeitende Interferenzmikroskope
standen erst nach 1950 zur Verfügung.
In der zweiten Hällte des 19. Jahrhunderts hat
EnNsr A,snr begründet, daß die Interferenz des
Lichtes die pntscheidende Rolle fiir die mikro-
skopische Abbildung splelt, Aufgrund dieser Tat-
sache könnte man jede Art von Mikroskopie als
Interlerenzmikroskopie bezeichnen. Das wesent-
liche Merkmal der Interferenzmikroskopie be-
stehtjedoch darin. daß unabhängig vom Objekt
eine Aulspaltung des Strahlengan-ees in zwei
oder mehrere kohärente Anteile erfolgt, die auf
ihrem Weg bis zur Bildebene unterschiedlich be-
einflußt werden (Brvnn, 1974). Wenn die beiden
interferierenden Strahlenbündel geneigt auflein-
andertreffen. entstehen in der Bildebene parallel
zueinander verlaulende Interferenzstreifen, die
von Inhomogenitäten in der Objektebene (Hö-
hen- oder Brechzahlunterschiede) ausgelenkt
werden. Mit kleiner werdender Neigung der in-
terf'erierenden Strahlenbündel wird der Streifen-
abstand größer und geht bei zueinander paral-
/e/en Strahlenbündeln nach Unendlich. Die Zwi-
schenbildebene erscheint dann homogen hell
oder dunkel bzw. l-arbig. Inhomogenitäten in der
Objektebene heben sich vom Umleld mehr oder
weniger kontrastreich ab. Zum besseren Ver-
ständnis der Wirkungsweise des Intert'erenzmi-
kroskops und um seine Möglichkeiten voll aus-
schöpfen zu können. sollen zunächst die wichtig-
sten Crundlagen behandelt rverden.

Amplitude, Phase und Gangunterschied

Unter Interlerenz des Lichtes versteht man ganz
allgemein die Überlagerung von zwei Licht-wel-
len, die mit einer Verstärkung oder Abschwä-
chung der Intensirät verbunden ist. Die Begriffe
Amplitude und Phase spielen dabei die wichtig-
ste Rolle. Bild I zeigt eine Sinuswelle. Die Am-
plitude ao gibt die maximale Schwingungsweite
an, deren Quadrat der Intensität proportional ist.
Die momentane Auslenkung a aus der Nullage
wird durch die Phase oder den Phasenwinkel g
bestimmt: a:ao'.sin g. Der Abstand zweier
gleichsinniger Nulldurchgänge entspricht einer
Phasendiffererz von 360". also einem Vollwin-
kel. der als Wellenlänge,1 bezeichnet wird. Wenn
zwei von dem gleichen Lichtquellenpunkt ausge-
gangene Lichtwellen unterschiedliche optische
Weglängen zurücklegen. treffen sie mit einer ge-
wissen Phasenditlerenz wieder zusammen.
Der optische Wee ist das Produkt aus dem geo-
metrischen Weg 11 und der Brechzahl n des
durchlaufenen Ivlediums. Die Differenz d der op-
tischen Weglänsen zweier Lichtstrahlen, die vom
gleichen Lichtquellenpunkt ausgingen und zwei
unterschiedlich dichte Medien durchlaufen ha-
ben, wird als Gangunterschied / bezeichnet:
Z: ö (d' n ). Bei gleichem geometrischen Weg
für beide Lichtrvellen und unrerschiedlichen
Brechzahlen rvird daraus A:d' ön und bei glei-
chen Brechzahlen. aber unterschiedlichen geo-
metrischen Wegen /:r' ö./. Bild 2a zeigt ein
gleichmäßig dickes Objekt mit den Brechzahlen
n1 und n2. Bild 2 b hingegen zeigt ein Objekt mit
der einheitlichen Brechzahl n. aber von unter-
schiedlicher Dicke d. In beiden Fällen wird ein
Gangunterschied der Lichtwellen hervorgerufen.

Bild l: Sinuswelle- Erkläruns
inr Text.
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Es ist übtich, den Gangunterschied in pm oder
als Anzahl von Wellenlängen 2 anzugeben, wo-
bei gleichzeitig die Interlerenzordnung f'estgelegt
wird:

/: d/ ). ' dn oder /: n/ 7' öd.

Durch Multiplikation des in Wellenlängen ange-
gebenen Gangunterschiedes / mit dem Vollwin-
kel 360' ergibt sich die PhasenditTerenz E. die
auch als relative Phasendrehung bezeichnet
wird:

E: d/ )" ön ' 360" .

Wenn zwischen zwei Wellen eine Phasendiffe-
renz von 0o oder 360' bzw. n'360o (n:ganze
Zahl) besteht, so beobachtet man eine Verstär-
kung der Intensität, bei einer Phasendifferenz

dem bangunterschied zwischen den beiden ko-
härenten Lichtanteilen dunkel auf hellem Grund
oder umgekehrt abgebildet. In diesem Falle
spricht man von .,Interlerenzkontrast" oder
,,homogener Interferenz", die nicht mit dem
besser bekannten Differential-lnterlerenzkontrast
(DIK) verwechselt werden darf. Bei den soge-
nannten ,,Shearing-Verlahren" werden in der
Bildebene zwei kohärente Bilder des gleichen
Objektes erzeugr, die seitlich gegeneinander ver-
setzt sind. Bei der differentiellen Bildaußpaltung
entspricht die Aulspaltungsgröße etwa der Auf-
lösungsgrenze des verwendeten Objektivs. Man
bezeichnet diese Methode als Interferenzkontrast
mit differentieller Bildaußpaltung oder,,diffe-
rentiellen Interlerenzkontrast". 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. Beträgt die Bild-
aufspaltung ein Mehrfaches der Auflösungs-
grenze oder ist sie sogar größer 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-
fähren bei Durchlichr oder Auflichtbeleuchtung
eingesetzt werden. ist in diesem Zusammenhang
von untergeordneter Bedeutung.
Man kann die Interlerenzmikroskope in zwei
große Gruppen einteilen: l. in solche. bei denen
der Vergleichsstrahlengang nicht vom Objekt be-
einflußt wird (Knuc, Leu. HonN, Dvsou u.a.)
und 2. in Anordnungen, bei denen das Objekt
auch den Vergleichsstrahlengang verändert (Je-
nrN und Lrseorrr, Sulrn. Novnnsru. Plure
u. a.). Die zur zweiten Gruppe gehörenden Gerä-
te werden auch als Polarisations-lntert-erenzmi-
kroskope bezeichnet. weil bei ihnen die Doppel-
brechung in Kristallen und die Polarisation des
Lichtes eine große Rolle spielen. Sie haben in
der Praxis die größte Bedeutung erlangt und sol-
len deshalb in diesem Beitrag ausschließlich be-
handelt werden.

Wirkungsweise des Wollaston-Prismas

Das Wollaston-Prisma besteht aus zwei verkitte-
ten Einzelprismen aus Quarz, deren optische
Achsen senkrecht auleinanderstehen (Bild 3).
Eine linear polarisierte Welle mit der Wellen-
front .X spaltet im unteren Teilprisma in zwei li-
near polarisierte Teilwellen auf,, die als ordent-
liche und auljerordentliche Welle bezeichnet
werden. Eine Wellenlront ist die Verbindungsli-
nie der Stellen gleicher Phase innerhalb einer
Wellengruppe. Im gelben Natriumlicht hat die
ordentliche Welle die Brechzahl 1.5442, die
außerordentliche .jedoch die Brechzahl 1,5534,
was einer Brechzahldillerenz von 0.0092 ent-
spricht. Da in positiv einachsigen Kristallen, zu
denen auch der Quarz gehört, <Jie Wellenge-
schwindigkeit der Brechzahl umgekehrr p.opor-
tional ist. hat die ordentliche Welle eine größere
Geschwindigkeit als die auLlerordentliche. Im
unteren Teilprisma eilt die ordentliche Wellen-
fiont ),, der aufjerordentlichen Wellenfiont -Xuo
voraus. An der Kittfläche zwischen den beiden
Teilprismen tritt eine angularc Wellenspaltung
aul. Ordentliche und außerordentliche' Wellö

q)

Bild 2: Cangunterschied der
Unterschied der Brechzahlen
den [Jnterschied der Dicke 1L

Lichtwellen. a durch den
von n, und nr. b durch

von 180o oder (2 n- l) 180' eine maximale
Sch* ächung.
Damit die Lichtwellen überhaupt miteinander
interferieren können. muß das Licht kohärent
sein. d.h. es muß lolgende Bedingungen crfi-il-
len:
l. Die Lichtwellen müssen glcic'h:eitir in dem

Raumgebiet wirken.
2. \!'ährend des Beobachtungszeitraumes müssen

ko nstu n t e Phasenbezieh ungen bestehen.
3. Die Wellenlänsen müssen gleich scin.
4. Die Wellen müssen in der gleitlren El;cne

schwinqen.
5. Bei ausgedehnten Lichtquellen darl'der Diver-

genzwinkel des abgestrahlten Lichtes ttitltt zu
er.)ll sein.

lnterferenzmikroskopischc Verlahren

Wenn dic Cangunterschiede z*.ischen den bci-
den kohiirenten Anteilen des Lichtcs nicht zu
grof3 sind und ihre zuscordncten Strahlrich-
tungen einen klcinen Winkel nritcinander bilden,
entstehen in der Bildebene Interlerenzstreilen.
Diese sehr geläufige Untersuchun_esart r,r'ird als
.,Strcilenmethode'' bezeichnet und vorrviegend
fur Gan,uunterschiedsmessungen an grollflächi-
gen Objckten und Fasern l-renutzt. Durch Vcrrin-
gerung dcr Strahlneigun-u lassen sich die Interle-
rcnzstreifbn so weit auseinanderziehen. bis das
eanze Sehleld in einer homogenen Farbe er-
schcint. Ein Phasenobjekt wird dann je nach

n1 n2 n1
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laulen auseinander, wobei im oberen Teilprisma
die ordentliche zur außerordentlichen und um-
gekehrt die außerordentliche zur ordentlichen
Welle wird. Jetzt eilt die außerordentliche Wel-
lenfront -Iao der ordentlichen )o voraus. Beim
Austreten aus dem oberen Teilprisma haben
schließlich beide Wellen etwa gleich große opti-
sche Wege durchlaulen. Ihr Gangunterschied ist
gleich null.

Welle. o

Bei den interferenzmikroskopischen Anord-
nungen nach Surrn, Not'l.rnsrI und Plure bzw.
den davon abgeleiteten Geräten behnden sich
ein oder zwei modifizierte Wollaston-Prismen im
abbildenden Strahlengang. während ein weiteres
im Beleuchtungsstrahleneang angeordnet sein
kann. Letzteres läßt sich auch durch eine Spalt-
blende oder ein Gitter ersetzen.
Aus der Farbtalel nach MIcnn-LEvy ist zu erse-
hen. daß dem Gangunterschied Null die Interfe-
renzfarbe Schwarz zukommt. Es handelt sich
also um die Stellung des Wollaston-Prismas. bei
der man beim homogenen und diilerentiellen
Interlerenzkontrast einen schwarzen Bildunter-
grund erhält. Durch Verschieben des Prismas
senkrecht zur Richtun-e des einf-allenden Lichr
bündels wird der Bilduntergrund jedoch farbig.
In diesem Falle erreicht die Wellenlront .Io im
unteren Teilprisma einen so eroßen Vorsprung
gegenüber Iun, daß dieser im oberen Teilprisma
nicht mehr kompensiert *erden kann. Auch der
umgekehrte Fall kann eintreten. Zwischen den
beiden Wellenlronten entsteht ein mehr oder we-
niger großer Gangunterschied, der liir die Farbe
des Bilduntergrundes mal3gebend ist. Bild 4
macht deutlich. warum beim Verschieben des

Prismas senkrecht zur Richtung des einlallenden
Lichtes Gangunterschiede entstehen. Bei den
Interf'erenzmikroskopen spielt die Querverschie-
bun-e des Prismas eine große Rotle bei der Mes-
sung von Gangunterschieden und bei der larbi-
gen Kontrastierung. Dabei ist es eigentlich ohne
Bedeutung. ob das Prisma im Abbildungs- oder
Beleuchtungsstrahlengang verschoben wird. Le-
diglich aus gerätetechnischen Gründen wird das
Prisma im abbildenden Strahlengang verschieb-
bar angeordnet.

Interferenzmikroskope mit nur einem Wollaston-
Prisma

Für die interferenzmikroskopische Messung und
Kontrastierung genügt prinzipiell schon ein ein-
ziges. im abbildenden Strahlengang befindliches
Wollaston-Prisma (Bild 5). Der von diesem her-
vorgerufene Gangunterschied zwischen den bei-
den Teilwellen hängt sehr stark von der Neigung
der einfallenden Strahlen ab, so daß bei großen
Beleuchtungsaperturen die stark geneigten inter-
lerierenden Strahlen Heiligkeit geben können,
während die parallel zur optischen Achse einfal-
lenden sich gegenseitig auslöschen. Es sind also
nur lur sehr kleine Beleuchtungsaperturen gute
Kontraste zu erwarten. Theoretisch und experi-
mentell kann nachgewiesen werden. daß die Be-
leuchtungsapertur bei der differentiellen Bild-
aufspaltung in der Aulspaltungsrichtung 7o der
Objektivapenur nicht übersteigen darL Beim
Shearingverfahren mit totaler Bildaußpaltung,
wo die Aufspaltungsgröße das 25- bis 50lache
der Auflösungsgrenze betragen kann. muß die
Beleuchtungsapertur aul Troo bis Yroo der Objek-
tivapertur eingeschränkt werden. was mit Hille
einer verstellbaren Spaltblende erreicht werden
kann (Bild 5). Bildhelligkeit und Bildqualität
werden hierdurch stark reduziert. Weil aber an-
dererseits der Aperturfehler eliminiert wird. kön-
nen mit der Spaltblende und nur einem Wolla-
ston-Prisma sehr genaue Messungen durchge-
luhrt werden.
Der Mangel an Bildqualität inlolge stark einge-
schränkter Beleuchtungsapertur wird bei den
Interferenzanordnungen nach Slrtrn und No-
MARSKI mit einem Kompensationsprisma im Be-
leuchtungsstrahlengang behoben. Die nach die-
sem Prinzip arbeitenden Interlerenzmikroskope
werden in einem späteren Teil des Beitrages be-
schrieben. Hier sei nur daraul hin_eewiesen. daiJ
man bei ihnen zwar die volle Beleuchtungsaper-
tur ausnutzen kann, daß sie aber fiir eine große
Bildaußpaitung nicht geeignet sind. weil Astig-
matismus und Farblehler wegen des hierfiir er-
forderlichen großen Prismenwinkels und der
größeren Prismendicke nicht beseitigt werden
können.

Biltl 4: Verschiehung. des Wolla-
sttrn-Prismls senLreiht zur
Richtune des eintallenden
Lichrbü;dels.
f Wellenfront. J"., aul3cror-
dentliche Wellenfront. J,, or-
dentlichc Wellcntitrnt.
Vcrschiebung in Pt'eilrichtune.
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Bild 3: Wollaston-Prisma. ao außerordentliche
ordentliche Welle. Erklärung im Text.
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Der Aufbau eines Polarisations-Interferenzmi-
kroskops mit nur einem doppelbrechenden Pris-
ma wird in Bild 5 gezei1t. 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 (.1), die zusam-
men mit dem Kondensor (1rl einen Kolimator
bildet, aus dem parallele Bündel kohärenten
Lichtes austreten. Hinter dem Objektiv (Ob)
ist ein modifiziertes Wollaston-Prisma (lrO an-
geordnet, das mit Hille von Mikrometerschrau-
ben horizontal und vertikal verschoben werden
kann. Nach dem Durchgang durch den Analysa-

Die Intensität der Interlerenzstreilen ist am
größten, 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,
nämlich dort, wo die Trennungspunkte der
Lichtstrahlen liegen. Der Abstand I der Interfe-
renzstreifen ist aulder ganzen Länge des Prismas
gleich groß und entspricht der Formel ir: Licht-
wellenlänge/Trennungswinkel der Wellenfron-
ten. Bei gekreuztem Polarisator und Analysator
bilden sich die Streilen an Stellen, wo der Gang-
unterschied zwischen den interlerierenden Wel-
len gleich Null ist oder einem ganzen Vielfachen
der Wellenlänge entspricht. Bei parallel zueinan-
der eingestelltem Polarisator und Analysator lie-
gen die Streifen dort, wo der Gangunterschied
einem ungeraden Vielfachen von A/2 gleich ist.
Bei Verwendung von weißem Licht sind die
Interferenzstreilen mit Ausnahme des Null-
streifens farbig, wobei sie in Richtung der höhe-
ren Interlerenzordnungen ihre Intensität allmäh-
lich verlieren. Im monochromatischen Licht sind
sie stets schwarz.
Das Streifeninterlerenzbild 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 Prur.r durch die
vertikale Verschiebung) dem Objektiv genähert,
so vergrößeft sich die Breite der Interferenzstrei-
f'en. Wenn Bildbrennpunkt des Objektivs und
Trennpunkt des Prismas genau zusammenfallen,
schneiden sich die Wellenfronten .Io und )ao
nicht. sondem 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 Fällen steht fiir ein vorhandenes
System-Mikroskop nur eine Einrichtung tür Dil-
f'erential-l nterlerenzkontrast zur Verfu gun-e. de-
ren Prisma zwar horizontal aber nicht vertikal
verschoben werden kann. Bei dieser Anordnung
hat der Bilduntergrund stets eine homogene Far-
be. Die Interferenzstreit-en. denen diese Farbe
zugeordnet ist, sind nicht zu erkennen. Deshalb
soll abschließend gezeigt werden. wie man mit
Hilfe eines speziellen Testpräparates 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 pm. wie sie bei-
spielsweise firr die Gas- und Flüssi-ekeitschroma-
tographie erfbrderlich sind. werden auldem Ob-

.jektträger in ein hochlichtbrechendes Kunstharz
(2. B. Naphrax) eingebettet und mit einem Deck-
glas bedeckt. N{it dem Objektiv l0x oder 20x
stellt man eine der kleinen Claskugcln scharf ein
und wählt als Bildunter_urund die schwarze Inter-
fbrenzfarbe der nullten Ordnun-l (Bild 6). Die
Kugel erscheint hell auf'dunklcm Cirund. Genau
durch ihre Mitte verliiuft der soge nannte Null-
streif'en. dcr firr den schwarzen Bilduntergrund
maf3gebend ist. Wenn man das \\'ollaston-Pris-
ma horizontal verschiebt. so wandcrt der dunkle
Nullstreifen aus der Kusel hcraus. und der näch-
ste Streilen erschcint. Alle Farben. auf'die sich
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Bild5: Aufbau eines Polarisations-lnterferenzmikro-
skops fur Durchlicht mit nur einem Wollaston-Prisma.
Erklärung im Text.

tor (l) sind zwei Teilu'ellen entstanden, die in
zueinander parallelen Ebenen linear polarisiert
sind und miteinander interlerieren können. Als
Folge dieser Überlagerung entsteht in der Bild-
ebene des Mikroskops ein Interlerenzbild von
geradlinigen Interferenzstreifen. das mit dem
Okular (Ok) beobachtet rverden kann.
Die hier verwendete Sonderlorm eines Wolla-
ston-Prismas bewirkt eine Außpaltung der Wel-
lenlront des Lichtes in zwei Teilwellenfronten.
mit einer entsprechenden Phasenverschiebung.
Der Trennungswinkel e der beiden Wellenfron-
ten ist um so größer. je ,trößer der Brechungs-
winkel o des Prismas ist. In Abhängigkeit von
der Art der Untersuchung oder Messung an dem
Objekt kann man den Brechungswinkel des Pris-
mas größer oder kleiner rvählen. Von M. Plure
wurde deshalb ein Z* ischentubus konstruiert.
der drei schaltbare. horizontal und vertikal ver-
schiebbare Prismen mit untersthiedlit'hent Bre-
chungswinkel enthält. die wahlweise in den
Strahlengang gebracht rvcrden können. Dabei
wird die mechanische Tubuslänge des Zwischen-
tubus von den beiden Hilß;linsen L, und Lz aul
den Faktor 1,0 gebrachr. Bild -5 zeigt die drei
Prismen in der Ebene oberhalb des Objektivs.
Diese sinnvolle Konstruktion ermöslicht den ra-
schen Übergang von einer interfe?ometrischen
Nlethode auldie andere.
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der Bilduntergrund einstellen läßt, solange man
diesen larbigen Strcilen in der Kugelmitte sehen
kann. gehören z.ur ersten Interl'erenzordnung.
Wenn man den zweiten oder dritten farbigen
Streilen neben dem Nullstreilen in der Mitte der
Kugel bringt, gehören alle einstellbaren Farben
des Bilduntergrundes zur zweiten bzw. dritten
Interlerenzordnung. Cenau so verhält es sich mit
den anderen Streifen, nur werden die Farben mit
zunehmender Interlerenzordnung immer blas-
ser. Deshalb geht man in der Praxis nicht über
die dritte Interlerenzordnung hinaus.

Wenn man mit dem lnterferenzmikroskop ein
Streifenfeld erzeugen kann, so sieht man in der
Kugel ein scharfes, stark verkleinertes Bild des
ganzen Streifenleldes 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.

Brven, H.: Handbuch der Mikroskopie. Berlin 1973.
FRANcoN. M.: Einliihrung in die neueren Methoden

der Lichtmikroskopie. Karlsruhe 1967.

2. Die Streifenmethode

Im ersten Teil dieses Beitrages nr.rrde gezeigt,
daß ein einziges Wollastonprisma im abbildenden
Strahlengang eines Mikroskops bei einge-
schränkter Beleuchtungsapertur (Spaltblende)
ein kontrastreiches Streifenfeld erzeugt. Durch
Inhomogenitäten in der Bildebene bzw. im Objekt
werden die Streifen ausgelenkt. Die Größe dieser
Auslenkung ist dem Gangunterschied der Licht-
wellen, die das Einschlußmittel und das Pha-
senobjekt durchlaufen, direkt proportional. Die
Messung des Gangunterschiedes ermöglicht die
Berechnung von Brechzahl und Dicke des mi-
kroskopischen Objektes oder, wenn diese be-
kannt sind, die Berechnung der Brechzahl des
Einschlußmittels. Voraussetzung hierfür ist je-
doch die genaue Kenntnis einiger Geräteparame-
ter. Das gilt für alle Interferenzmikroskope, mit
denen sich im durchfallenden Licht ein Streifen-
feld erzeugen lällt.

Die Eichung des doppelbrechenden Prismas

Bei ar.rsreichend enger Spaltblende und gekreuz-
ten Schwingungsrichtungen von Polarisator und
Analysator beobachtet man im Gesichtsfeld des
Mikroskops geradlinige farbige Interf'erenzstrei-
fbn mit dunklem Nullstreit'en, bei Verwendung
von monochromatischem Licht schwarze Süei-
f'en. Die in Bild I gezeigte Anordnung enthält ein
doppelbrechendes Prisma (W) mit großer Bild-
aufispaltung, das vor der Messung geeicht wer-
den nruß. Wichtig ist die Feststellung lolgender
Parameter:

l. Der effektive Streilenabstand l.
2. Die Konstante P.
3. Die Größe der Bildverdoppelung. bezogen

auldie Objektebene.
4. Der Mikrometerwert aller Objektive.

Bild 6: Claskusel n=1.5254 in Naohrax n:1.7123.
Der lur den äunklen Bildhinrergründ maßgebende
dunkle Nullstreilen isr in der Kuselmirte zu se[en. Er-
klärung im Text.

.!t
l:rl

i

I

Für die Bestimmung des effektiven Streifenab-
standes Ä ist nur ein Okularmikrometer oder ein
Fadenkreuz erlorderlich. Man stellt einen belie-
bigen Strich der Teilung auf einen Interflerenz-
streifen ein. am besten auf den ftinften Streifen
links neben dem Nullstreifen. Dann verschiebt
man das Prisma mit Hilfe seiner Mikrometer-
schraube so weit nach rechts. bis der Teilstrich
auldem fünften Streifen rechts neben dem Null-

/"--z-
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streilen steht. Die Strecke dieser Verschiebung in
pm dividiert durch l0 ergibt den effektiven Stiei-
lenabstand ft, der beispielsweise bei meinem Mi-
kroskop 190 pm beträgt.
Für die Bestimmung der Konstante p des pris-
mas ist ein Präparat mit ganz dünnen Glaslasern
in Naphrax geeignet. Mit dem Objektiv l0x
oder 20x wird eine Glasfaser zu den Interfe-
renzstreifen parallel gestellt. Nach Scharßtellung
der Faser sieht man ihr Bild doppelt. Durch Ver-
schieben des Prismas wird der schwarze Null-
streifen zuerst aufdas eine, dann aufdas andere
Teilbild der Faser eingestellt (Bild 2). Dann liest
man die Größe der Querverschiebung an der
Mikrometerschraube ab. Sie beträgt bei meinem
Mikroskop 200 pm.

vier Dezimalstellen genau ist, auch die Brechzahl
eines unbekannten Einschlußmittels bestimmen.
Die Messung des Gangunterschiedes zwischen
Glaskorn und Einschlußmittel ist dann überflüs-
sig.
Fäden, schmale Streifen, Schwellen, Stufen und
Nuten (Bild 3) werden durch Drehen des'llsches
zur Richtung der Interferenzstreifen schräg ge-
stellt (etrva 45'). Die Messung des Gangunter-
schiedes beruht im einfachsten Falle aufder Be-
stimmuns des Streifenabstandes /r' im Einschluß-
mittel und der Streifenversetzung im Objekt bei
einer bekannten Wellenlänge mit Hilfe des Oku-
larmikrometers

.dA: l. .l
n

Die Meßgenauigkeit beträgt etwa )./ 10.
Eine andere Methode, die fur 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 Größe der Verschiebung p, die zur
maximalen Verdunkelung der beiden getrennten
Bilder des Prüfobjektes erforderiich ist, gemessen
wird. Der Gangunterschied kann dann nach fol-
genden Formeln berechnet werden:

qD
Bild 2: Bestimmung der Konstante P und der Cröße
der BildaufspaltunÄ mir einer Glaslaser in Naohrax.
0: Nullstreifen. Erk"lärung im Text. z:

z:
A:

1

1(P -n+ (fiirn)n,)
Die Größe der Bildaußpaltung in bezug auf die
Objektebene wird fi.ir jedes Objektiv mit Hilfe
eines Mikrometerokulars oder genauer mit ei-
nem Okular-Schraubenmikrometer gemessen,
wobei man wieder das Präparat mit den feinen
Glaslasern verwendet. Diese ganz einlache 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 beträgt die Größe der Bildaußpaltung
beim l0fachen Objektiv 32 pm, beim l0Ofachen
3.4 pm, 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
Cangunterschied im Streilenleld im Bereich von
+25 Lichtwellenlängen mit einer Genauigkeit
von l/30 Lichtwellenlänge bestimmen, was für
viele Zwecke völlig ausreicht. Mit anderen An-
ordnungen, die später beschrieben werden, läßt
sich die Meßgenauigkeit beträchtlich steigern.

Die Messung des Gangunterschiedes
im Streifenfeld

Vor der eigentlichen Messung muß man wissen,
ob die Brechzahl des Prülobjektes größer oder
kleiner ist als die des EinschlulJmittels. Durch
horizontales Verschieben des Prismas wird
untersucht. aul welcher Seite des dunklen Null-
streilens die Verdunkelung des einen oder ande-
ren Teilbildes des Objekts erfblgt. Wenn das lin-
ke Bild aufder rechten Seite und das rechte Bild
aul der linken'Seite verdunkelt wird. so ist die
Brechzahl des Prülobjektes grö(3er als die des
umgebenden Einschlußmittels. Liegen die Ver-
hältnisse umgekehrt, so ist die Brechzahl kleiner.
Das ist besonders gut an sehr klcinen Objekten
erkennbar, deren Bild total verdoppelt wird.
Nach dieser einlachen Methode kann man mit
Hilf'e der Glaspulverskala nach Korlrn. die auf

(fiirn (n, und p)P)

(fiirn(n, und p(P)

In diesen Formeln bedeutet p die Verschiebung
des Prismas in pm, P die bereits bei der Eichung
ermittelte Konstante, l der ebenfalls bei der Ei-
chung lestgestellte effektive Streifenabstand und
,1 die Wellenlänge des verwendeten Lichtes, die
bei weißem Licht mit 550 nm angenommen
wird. Die Brechzahl des Prüfobjektes ist n, die
des Einschlußmittels n,. Bei dieser Methode. die
in Bild 4 dargestellt wird. beträgt die Meßgenau-
igkeit,t/30.

Die Bestimmung von Brechzahl und Dicke
mikroskopischer Objekte

Der Gangunterschied / ist das Produkt aus der
Dicke d und der Brechzahldiflerenz zwischen
Objekt und Einschlußmittel (n6-ir') für eine

bestimmte Wellenlänge ,i. gemäß der Formel
Z:d (no - nr) und sa_et nichrs über die einzel-
nen Größen aus. Meistens ist jedoch eine von
ihnen bekannt oder läßt sich nach anderen Me-
thoden ermitteln. Bei bekannter Brechzahldil-
f'erenz kann man zum Beispiel die Dicke r/ des
Prüfbbj ektes ermitteln

)_a
(no -rir )

und bei bekannter Dicke die Brechzahldifferenz

z
lllo- llt l: d

Meistens läßt sich ein mikroskopisches Objekt in
;wei lVledien mit unterschiedlichen Brechzahlen
einbetten. zum Beispiel in Lufl und Wasser oder
Glyzerin und Immersionsö1. In diesem Falle
kann man zwei Cangunterschiede messen. die
mit /, und /, bezeichnet werden sollen:

Lrtr*n j
I,r-o I
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lt: d (no- nt)
Ar: d (no-nr)

Durch Kombination dieser beiden Gleichungen
erhält man

/'- A"= 4 (n'-n')

und kann jetzt die Brechzahl no und die Dicke r/

des Objektes berechnen :

n2 /r-n, /,
,o: 

/-/,

t- Ar-/,
llz-l7t

Die Bestimmung der Brechzahl
eines Einschlußmittels

An <Jiesem einlachen Beispiel aus der Praxis soll

clie Anwendung der Streilenmethode gezeigt

werden. Die Brechzahl eines unbekannten Dia-
tomeen-Einschlußmittels ist zu ermitteln' Von

einem solchen Medium wird erwartet. daß seine

Brechzahl mindestens 1.65 betragt. Für die Mes-

sung sintl im einlachsten Fall nur ein paar leine

Glailasern erlorderlich. deren Brechzahl entwe-

der bekannt ist oder nach der beschriebenen Im-
mersionsmethode mit Hilf-e von zwei unter-

schiedlich lichtbrechenden Medien bestimmt
worden ist. Die Dicke der Fasern läßt sich leicht

mit dem Okularmikrometer ausmessen' weil in

diesem Fall Durchmesser und Dicke identisch

sind. Ein Troplen des unbekannten Einschlufl-
mittels wird aüf dem Objektträger solange aul80
bis 100 oC erhitzt. bis sein Lösungsmittel (mei-

stens Toluol) vollständig verdamplt ist. Dann

legt man einige Glasf'asern in den noch llüssigen

Härztropf'en, bedeckt ihn mit einem Deckglas

und veitreibt die eingeschlossenen Luftblasen
tlurch vorsichtiges Erhitzen. Nach dem Erkalten

des Präparates wird der Gangunterschied zwi-

Eine andere Methode zur gleichzeitigen Berech-
nung von Dicke und Brechzahl beruht aul der
Messung der Cangunterschiede bei zwei ver-
schiedenen Lichtwellenlängen, eine weitere auf
der Messung des Cangunterschiedes bei zwei
verschiedenen Temperaturen. In diesem Zusam-
menhang sei erwähnt, daß die Brechzahl tempe-
raturabhängig ist. Sie ändert sich bei den ge-

bräuchlichen Einbettungsmitteln pro Grad Tem-
peraturerhöhung um 0,0007.

Bild 3: Aulgespaltenes
Bild einer Glaslaser im
Streifenleld. Die Streilen-
versetzung in den beiden
Teilhilclein ist meßblr.
Weißes Licht. Plan-
objekriv 20 x /0.40:
Projektiv 8 x.

schen einer Faser und dem Einschlußmittel nach

der beschriebenen Methode (Streilenversetzung)
im grünen Licht bei etwa 540 nm gemessen' Die
Glaslaser sei 12 pm dick. Ihre Brechzahl wur-
de im gleichen Licht mit 1.5412 ermittelt. Der
Gangunterschied zwischen Faser und Ein-
schlußmittel ergibt einen Meßwert von 2.066 pm.

Die Brechzahldift-erenz zwischen Einschlußmit-
tel n, und Claslaser ir2 rvird nach der For-
mel n1 -n2:1!/ d berechnet und beträgt
2.066/12:0,1"122. Dann ist die Brechzahl des

EinschlulJmiuels 1.54 l2 + 0. I 7 22 : l,'7 134.

Dieser Meßwert ist mit Fehlern behaftet' weil
man den Gangunterschied nur aul l/10,1 genau

messen kann. Für die Praxis. insbesondere fur
vergleichende Untersuchungen an mikroskopi-
schen Einschlul3mitteln. genügen jedoch die er-

sten beiden Dezimalstellen.

Die Bestimmung von Dicke und Brechzahl r

einer anisotropen Platle

Am Beispiel einer dünnen Glasplatte wird die
Bestimmung von Dicke und Brechzahl eines

nicht doppelbrechenden Ob.jektes gezeiet. Die
Cangunterschiede /r und 21. wcrden nach der

Streii'enmethode einmal in Lufi (rr, : 1.0000) und

einnral in Wasscr (rtr: 1.3330) gemesscn:

(l)

(2)
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/':3.075 Vm
/,:1.193 ttm

Nach Formel 2 wird die Dicke berechnet:

. 3,075 - l, 193 1.882/: i.:J:o-i.oooo 
: oJ3lo:)'o): Pm

und nach Formel I die Brechzahl n der Platte er-

mittelt:

3,075-1.3310- 1.193' 1.0000 _, <<,{n: 

-3pls_r.rx 

- L.rJa

Die fiir solche Berechnungen erlorderlichen
Messungen sind ebenlalls lehlerhaft' Nach der

Fehlerrächnung ist der Maximallehler lur die

Dicke d

. 2öA
uu- !

112- ll1

und für die Brechzahl no

. , Zrnr*/2n, 
^öno:!ffi az

3. lnterferenzkontrast mit großer

Mit den in diesem dritten Teil beschriebenen Me'
thoden der Interferenzmikroskopie läßt 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 Streilenleld des

Interferenzmikroskops beschrieben. Dieses Strei-
feninterlerenzbild entsteht nur dann in der Bild-
ebene, wenn sich die Ebene der Interflerenz-
streilen nicht mit dem Bildbrennpunkt des Mi-
kroskopobjektivs deckt. Wird das Wollaston-
Prisma ( W) dem Objektiv genähert. so vergrö-
ßert sich die Breite der lnterlerenzstreifen. Zu-
erst entstehen breite Bänder, die schließlich in
ein homogenes Feld übergehen. Das einlarbige
homogene Feld entsteht solort. wenn sich der
Trennpunkt der beiden Teilwellenfionten mit
dem Bildbrennpunkt genau deckt. In diesem
Falle schneiden sich die Stirnebenen der beiden
Wellenlronten )e und )u0 nicht und sind nicht
zueinander ueneigt rvie beim Streif'enleld. son-
dern zueinander parallel. Das beobachtete Pha-

senobjekt hebt sich durch eine Farbänderung
oder Helligkcitsänderuns vom hontosenen Bild-
hintergrund ab.
Bild I zeigt wieder die bekannte Anordnung mit
nur einem Wollaston-Prisnra I4l. nur da{J dieses

etwas anders konstruiert ist und von kleinen Ob-
jekten (bis l3 pm) zwei Teilbilder lielert. Auch
dieses Prisma ist horizontal und vertikal ver-
schiebbar. wobei die horizontale Verschiebung
für Gangunter,schiedsmessungen. die vertikale
zur Optimierung des homogenen Feldes erfbr-
derlich ist. Das Verlahren wird als Interferenz-
konträst mit totaler Bildaufspaltung bezeichnet

Nehmen wir einmal an. der Meßlehler würde fiir
die Einzelmessung des Gangunterschi edes 7/25

= 0,02 pm betragen, dann ist der Maximallehler
fiir die Dicke der Glasplatte

i:-09#j :0,12 prm (5,652+0.12 pm)

und der Maximallehler fiir ihre Brechzahl

3.075+ I,193. 1,333tto: 
--- lJ g2; - - ' U.Ul = U.U26.

die dann mit 1,5441 +0,026 angeeeben werden
müßte.
Durch mehrlache Wiederholung der Messungen
und Mittelwertbildung kann der rvirklich aufltre-
tende Fehler sehr klein gehalten werden.

Literaturauswahl:

HANNES. H.: Interferenzmikroskopie in der chemischen
Technik. Leitz-Mitt. Wiss. u. Techn. Bd.VI. l-13
( le73).
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Leitz-Mirt. Wiss. u. Techn. Bd. V. 25 - 3l ( I9? I ).

VöuruNcrn. A.: Messung der spezifischen optischen
Streifenverschiebung. Histochemica 25, 234-246
(197 L

Ausfuhrliches Literaturverzeichnis in
BEYER. H.: Theorie und Praxis der Interlerenzmikro-

skopie. Leipzig 1974.

Bildaufspaltung

und darl nicht mit dem differentiellen Interfe-
renzkontrast (DIK) verwechselt werden.
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Bild l: Polarisations-lnterl'erenzmikroskr)o mit einem
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1-, untl 1-' Hillilinscn.
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Durch Verschieben des Prismas in Querrichtung
(Richtung des Pfeils) kann man den Gangunter-
schied f zwischen den beiden Wellenfronten X6
und )u6 stulenlos verändern und damit auch
eine Anderung der Farbe oder Helligkeit des

Bildleldhintergrundes und der Objekte erzie-
len. Auf diese Weise ist auch eine Messung des

Cangunterschiedes / zwischen Objekt und
Einschlußmittet möglich.
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 höheren Gangunterschieden auch blaue
und grüne Farbtöne, die mit steigenden Interfe-
renzordnungen immer blasser werden. Bei einem
Gangunterschied von 565 nm entsteht eine tief-
rote. emphndliche Farbe der erslen Interf'erenz-
ordnung. Sie hat die Eigenschaflt, bei geringsten
Anderungen des Gangunterschiedes / zwischen
Objekt und Einschlußmittel in Rot und Violett
umzuschlagen. Bei Parallelstellung von Polarisa-
tor und Analysator entsteht diese empfindliche
Farbe bei einem Gangunterschied von 280 nm.
Welchem Interlerenzstreifen die Farbe des Bild-
feldhintergrundes zuzuordnen ist, kann mit dem
im ersten Teil beschriebenen Glaskugelpräparat
rasch festgestellt werdgn.
Durch Einstellung des doppelbrechenden Pris-
mas auf verschiedene Farben des Bildfeldhinter-
grundes und Beurteilung der Farbänderungen
der aufgespaltenen Bilder kann man bereits den
Gangunterschied zwischen Objekt und Ein-
schlußmittel abschätzen. Weil aber dieses Ver-
fahren in hohem Maße subjektiv ist, wendet
man eine objektivere Methode an und mißt den
Gangunterschied durch Verschieben des Pris-
mas in Querrichtung zur optischen Achse des

Mikroskops.

Die Durchfiihrung der Messung zeigt Bild 2 an
einem Objekt, dessen beide Teilbilder nicht völ-
lig getrennt sind. Zuerst wird das Prisma so ein-
gestellt, daß eine maximale Verdunkelung des
Bildfeldhintergrundes erzielt wird (po). Dann

-wird das Prisma so weit verschoben, daß entwe-
der das rechte oder das linke Teilbild verdunkelt
ist (pr), wobei der Bildfeldhintergrund wieder
hell wird. Die Verschieblung pr-po liest man an
der Mikrometerschraube des Prismas ab. Der
Gangunterschied zwischen Objekt und Ein-
schlußmittel kann jetzt nach der Formel

/:@r-Pr)+
lt

berechnet werden, wobei ,1 die Wellenlänge des
Lichtes und & der bei der Eichung ermittelte ef-
lektive Streifenabstand sind (s. Teil 1).
Wenn das Objekt so klein ist (< 13 pm), daß sei-
ne beiden Teilbilder völlig getrennt erscheinen,
bietet sich eine andere Methode an (Bild 3). Zu-
erst wird ein Teilbild maximal verdunkelt (pr).
Dann liest man die Stellung der Mikrometer-
schraube ab und verschiebt das Prisma so weit,
daß auch das andere Teilbild verdunkelt ist (pr).
Der Gangunterschied / beträgt in diesem Falle

l),/:. (p._p)=.
2"'" h

Bei sehr dünnen Objekten kann man die Objekt-
helligkeit an die Helligkeit des Bildfeld-Hinrer-
grundes angleichen, wobei man den halben Wert
der Verschfubung pz-pr ermittelt und den Gang-
unterschied nach

.4 : ) t n-d--\yt-pi 
O

berechnet. In dieser Formel istpo die Einstellung
auf den maximal verdunkelten Hintersrund und
pr die Einstellung eines Teilbildes dei Ob.lektes
auf die Helligkeit des Bilduntergrundes. Unter

Bild 2: CanguntenchierJsmessung tn Pleurosi.qnu. Pltn-

l.|iäfää" 
,oO /0.40: Projektiv f x. Brtcuchiun-s*apcr-
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günstigen Bedingungen kann die Meßgenaui_e-
keit ,1./80 betragen. Sie ist also höher als bei der
Streilenmethode. allerdings nur bei kleinen Ob-
jekten.

Bild 3: Caneunterschiedsmcssunq an cinem kleinen
Objekt bei to'taler Bildaul'spaltungl Erkläruns im Text.

jektiven angeordneten drehbaren Prismen be-
sitzt, können alle interlerenzmikroskopischen
DurchlichrVerfahren im raschen Wechsel
durchgeftihrt werden. Grundsätzlich sind aber
auch andere lnterferenzmikroskope fiir die hier
beschriebenen Methotlen geeignet.

Die Bestimmung der Trockenmasse von Zellen

Bei diesem interessanten Beispiel ftir die Anwen-
dung des Interlerenzmikroskops in der Biologie
und Medizin wird vorausgesetzt, daß eine Zelle
als homogenes. in Wasser getauchtes Plättchen
der Dicke d betrachtet werden kann. Ihr Inhalt
ist eine wäßrige Lösung verschiedener Substan-
zen, hauptsächlich Proteine und Nukleinsäuren,
deren Konzentration und Verteilung von ent-
scheidender Bedeutung fiir die Funktion der Zel-
le ist. Deshalb ist die Bestimmun-u der Trocken-
substanz in lebenden und fixierten Zellen ein
wichtiges Anwendungsgebiet der Interlerenzmi-
kroskopie.

An

wl

W2

Ob BrE

ob

OE

K

S

Pol

Bild 4: Polarisatitrns-lnterferenzntikroskon nrch Prurn.
Pal Polarisator. S Sprlthlentlc. K Kondensor. OE Oh-
jcktehcne. Oä Objekliv. (.)/rllrL Ohjektivhrcnncbene.
ll, Prisma im Objektiv drehbar. l,lz, Prisma im Zwi-
schentubus verschiebblr.,{l Analysaktr. Erklärung im
Text.

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

n:n**a C

Darin ist n die Brechzahl der Zelle. n* cJie Brech-
zahl des Wassers (: 1.3330) als Mlecliunr. C die
Konzentration der gelösten Substanz in g/ 100 ml
und a das spezitische Brechun-esinkrement in
100 ml/g (enelisch: speciflc refiactive incre-
ment). a liegt fiir die in der Zelle überwiegend
gelösten Substanzen bei 0.0018 nrl/g. Häufi_e
wird hierlur der hundertlache Betrag eingesetzt

Interferenzmikroskope mit zwei Wollaston-Pris-
men im abbildenden Strahlengang

Die beiden bisher beschriebenen interferenzmi-
kroskopischen Verfiahren, das Streilenleld und

der Interlerenzkontrast mit mehr oder weniger
p,roßer Bildaulspaltung. sind nur lur Gangunter-
lchiedsmessungän an Objekten mit geringer

Querabmessung geeignet (Fäden, Kanten, leben-

din Zellen usrv.). Eine beträchtlich größere Bild-

verdoppelung wird erzielt. wenn man im abbit-
cienden Strahlengang außer einem horizontal
und vertikal verichiebbaren Prisma noch ein

zweites. um 360o drehbares Prisma anordnet' M'
Plur.t hat dieses zweite Prisma ins Objektiv ein-

gebaut. direkt hinter dessen letzte Linse. Die bei-

äen Prismen bilden zusammen mit der Spalr
blende und den beiden Polarisationsfiltern ein

Doppel-Polarisationinterf'erometer ( Bild 4)'

Dai brehbar ins Objektiv eingebaute Prisma W"

liest mit der Ebene. in der die Interlerenzstreifen
enistehen. genau im Brennpunkt des Objektivs'
Im Zwischöntubus befindet sich das Prisma LIlr,

dessen Brechungswinkel beträchtlich kleiner ist'

Durch Drehen des Prismas Wt um die Achse des

Obiektivs erzielt man drei verschiedene Bildver-
doipelungen: ln Atltlitionsstellung zu )il, di.e

Summe dlr Brechungswinkel und somit maxi-
male Bildaußpaltung und in Subtraktionsstel-
lung die Dilfeienz zwischen dem -srößeren 

Bre-

chungswinkel von llt, und dem kleineren von

I4ur. 
-Wenn die brechenden Kanten der beiden

Prismen einen Winkel von 45o bilden. wird nur
lil, wirksam. Diese Methode der veränderlichen

Biltlautspaltung ermöglicht die Anpassung'ler
Cröße d'er Bil<lverdoppelung an die Objektgröße
(Bild 5). Durch Kombination des Prismas I'l'
mit jedem anderen Wollaston-Prisma. auch ei-

nem Nomarski-Prisnra. erhält man

l. Homo-9enen Interlerenzkontrast mit veränder-

li'jher Bilda ulspultunu.
2. Streif'eninterf'eienz mit veränderlicher Bild-

a ufipa Itung.
3. Ditlirentiellen Interfercnzkontrast mit Strei-

f'ent-eld.

4. Diflerentiellcn Interf'erenzkontrast mit homo-

gencm Feld.
Das ins Objektiv einqebaute Prisma lilt erzeugt

mit dem im Zwischentubus untersebrachten
Prisma l/r ein neues Svstem von Interlerenz-

streilen. die viel dichter bcieinander stehen' Mit
dem Polarisations-[nterferenzrrikroskop nach

Plure. das im abbildcndcn Strahlcngang drei

schaltbare Prismen und ztrsiitzlich dic in dcn Ob-

P2F1

o1
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und mit 7 bezeichnet (Z: tO0' a in cm3). Dann
ist die Konzentration C in g/cm3 einzusetzen.
Wird die Zelle in ein beliebiges Einbettungsmit-
tel mit der Brechzahl ,?E eingebettet, dann ergibt
sich der Gangunterschied zwischen ihr und dem
Medium aus der Formel

/ : d (n - nr) : cl (n*- n) + y' C

und für die Konzentration C der Trockensub-
stanz

J tt,,, - n"c= ,/'a /.

Da Zellen meistens in Wasser oder physiologi-
scher Kochsalzlösung eingebettet sind, deren
Brechzahl mit 1,333 angenommen wird, kann
man das zweite Glied der Gleichung vernach-
lässigen. Für die Konzentration C der Trocken-
substanz erhält man die vereinfachte Formel

,lC: , [g/cmi]
/'d

und lür die Trockensubstanz pro Flächenein-
heit I

[g/cm3] .

Für die Berechnung der gesamten Trockenmasse
genügt danh die Formrl

/.FM:- tel.
)(

z1 und d sind in cm und die vom vermessenen
Objekt eingenommene Fläche F in cm2 einzu-
setzen.
Den hxierten Zellen. die als Dauerpräparate 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 ungelöster Form vor.
Deshalb ist das spezifische Brechungsinkremenl
7 aus den obigen Formeln durch den Ausdruck

l?y - llp

o

zu ersetzen. wobei np1 die Brechzahl und gr die
Dichte der ungelösten Trockensubstanz sind und
bekannt sein müssen. Man erhält dann zwei
Cleichungen:

-J'Q

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

zA:-
I

A:
ny- tlE

z1 'o' F,t-1: -
t16 - t1E

Für die Bestimmung der Trockenmasse von Zel-
len ist stets nur die Messung des Gangunter-
schiedes zwischen Zelle und Einschlußmittel er-
fbrderlich. Hierbei können zrvei Methoden ange-
wendet werden. Wenn die Bilder völlig getrennt
sind (Bild 6A) kann dcr Gansuntcrschied in be-
zug auldas Einschluflnrittcl injedem Punkt der
Zelle (2. B. für Kern und Zvtoplasmu setrennt)

-qemessen 
werden. Wenn das Bild nur zun Teil

aulgespalten wurde (Bild 6 B). ist dic Messung
nur in den Bereichen m0glich. in denen sich die
Bilder nic'ht decken. In diesem Fall kann man
aber den Cangunterschiecl zwischen Kern und
Zytoplusma bestimmen. Das ist besonders ein-
fach mit dem beschriebenen Vlikroskop. das ein
zwcitcs. drehhares Prisnra irn abbildenden Strah-
lengang besitzt. Hierbei r,r'ird die Crößc der Bild-
aufipaltung so gervählt. dalJ nur die Kernbilder

Bild 6: Cangunrerschiedsmessung zwischen Zelle und
Einschlußmiitel. A bei roraler Bildaulsoalruns. B bei
teilweiser Bil{aufspalrung. K Kern. Z /yroplalsma. Er-
klärung im Text.

Bezeichnen wir den Gangunterschied zwischen
dem Zytoplasma und dem Einschlußmittel als
Zr, den Gangunterschied zwischen dem Kern
samt dem darüber und darunter liegenden Zyto-
plasma und dem Einschlußmittel als /" und den
Gangunterschied zwischen dem eigentlichen
Kern und dem Zytoplasma als /r, so gilt die Be-
ziehung /s:/t+lr. Durch Messung von A,
und /s erhält man also auch /, und durch Mes-
sen von /1 und /2 auch /r. wobei allerdings
eine eventuelle Diflerenz der Zellendicke ver-
nachlässigt wird.
In diesem einfuhrenden Beitrag konnten nur die
Grundlagen der Trockenmassenbestimmung von
Zellen und Zellkomponenten erklärt werden. In
der Praxis sind die Verhältnisse meistens viel
komplizierter. H. Bryrn (1974) geht in seinem
Werk .. Interlerenzm ik roskopi e" sehr a usfii h rl ich
daraul ein und beschreibt eine sanze Reihe von
Methoden. Zahllose Erkenntnisse in den Be-
reichen Biologie, Cytologie und Histologie konn-
ten nur mit Hille von interl'erenzmikroskopi-
schen Bestimmungen der Trockenmasse von Zel-
len gewonnen werden. Im nachtolgenden Litera-
turverzeichnis werden einige erundlegende Ar-
beiten genannt.

Literaturhinweise:

AMELUNG U. u. LoHMANN. A.: lnterlbrenzmikroskopi-
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Grijl3enbestimnrungen an klcinen Kornliaktionen.
Feingerätetechnik 22, 177 - l u0 ( I973).

HAcER. H. u. PsHLe.No. H.: Zur Tlreorie tier interf'e-
renzntikrrrslopischen Tr.relcnr.:cuichtshcstimmung
unr hi,rlogischcn OIckt. Aetr Histochcnrica 9.
216-:ltr(t960).
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lnterlerenzmikroskoo im Dienste der Cvtol()p.ie und
Krebslorschung. Klin. Wochcnschrift i2, 590-595
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BEvER, H.: Handbuch der Mikroskopie. Berlin 1973.

Bild 4a: Polarisations-lnterferenzmikroskop nach Plu-
TA.
I Kondensor mit Polarisator und Spaltblende, gegen
Kondensor mit Kompensationsprismen wechselbar:
2 Zwischentubus mit drei scha[tbaren Prismen (höhen-
verstellbar);
3 Schalthebel;
4 Mikrometerschraube fur die Querverschiebung der
Prismen:
5 Analysator.

Bild 5: Canguntersch.iedsmessung bei totaler Bildaufl-
spaltung. Prisma l4z, und l,lz, inäddirionsstelluns. In-
terferenz-Obiektiv 40x t0.65 Proiekriv 8x. Beläuch-
rungsapertui0. 15. Erklärung im Te'xt.
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Differentieller I nterferenzkontrast (D I K)

Bei den bisher in diesem Beitrag beschriebenen
Interferenzanordnungen mit nur einem bzw.
zwei Wollaston-Prismen im abbildenden Strah-
lengang mußte die Beleuchtungsapertur stark
eingeschränkt werden, weil der durch Strahlen
größter Neigung hervorgerufene Gangunter-
schied einen bestimmten Wert nicht überschrei-
ten darf. In Außpaltungsrichtung soll die Be-
leuchtungsapertur nicht mehr als Yc der Objektiv-
apertur betragen. Bei den Verfahren mit großer
Bildaufspaltung muß sie sogar auf /roo bis Tzoo der
Objektivapertur verringert werden. LrsBonrr
hat 1930 als erster ein von J,rurN bereits 1868 be-
schriebenes Polarisationsinterferometer ftir die
Interferenzmikroskopie nutzbar gemacht und
damit die Konstruktion leistungsftihiger Interfe-
renzmikroskope eingeleitet. Mit Hiife von zwei
Kalkspatplatten und einer l/2-Platte wird ein
Polarisationsmikroskop zu einem Interferenzmi-
.kroskop umgerüstet. Die bildseitige Kalkspat-
platte wird in ein Objektiv eingebaut, dessen
Korrektion die recht dicke Platte berücksichtigt.
Auf diese Weise können -auch hohe Objektiv-
aperturen bei relativ großdr Bildaufspaltung er-
reicht werden (Bild l).

An

Kom p

ob

Ptz

OE

ä-t,
Ptr

K

ApBt

Bild l: Interferenzmikro-
skooische Anordnuns
nr"h -lovrN und l.gsg"-
DEEF. Pol Polarisator,
,4pBl Aperturblende.
KKondensor, P/, doppel-
hrechende Platte- 

^/ 
2-PI

Halbwellenplatte, Oä
Objektebene. P/, doppel-
brechende Platte, Ob Ob-
jektiv. Komp Kompensa-
tor, ,4n Analysator.

1952 hat Nor'.rensxr dieses Problem durch eine
andere Orientierung der Woru.stoN-Prismen
umgangen (Biid 2 b). Die Einrichtung lur diffe-
rentiellen Interferenzkontrast nach Nolrlnsrr
wird heute an den meisten Systemmikroskopen
verwendet und soll hier ausfiihrlich beschrieben
werden.

Das Nomarski-Prisma

Wie das klassische WolresroN-Prisma besteht
auch das Norraensrr-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 verläult pa-
rallel zur Keilkante. Die optische Achse des obe-
ren Prismas ist unter einem großen Winkel gegen
die obere Begrenzungsfläche geneigt. Damit
wird erreicht, daß die Interferenzebene aus dem
Prisma heraus verlegt wird. Obgleich das No-
MARsKI-Prisma in einem relativ großen Abstand
vom Objektiv angeordnet ist, wird durch eine ge-

eignete kristalloptische Orientierung bewirkt,
daß seine l4terferenzebene in die okularseitige
Brennebene des Objektivs zu liegen kommt. Im
Gegensptz zum klassischen WoLLlstoN-Prisma
läßt sich das Nouensrr-Prisma auch ohne
Schwierigkeiten als Kompensationsprisma in die
Öffnungen des Blendenrevolvers eines starken
Kondensors montieren (wie die Ringblenden
beim Phasenkontrastkondensor), wobei fiir jedes
Objektiv ein zu dessen numerischer Apertur pas-
sendes Prisma erlorderlich ist.

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

Bild2: Ootik-Schema von lnterferenzmikroskopen
links nacli SMrrH- rechts nach Notuensrt. Pol Polarisa-
tor. l'll, Kompensationsprisma. K Kondensor. OE Ob-
fektebene. O,'und 02 Objektpunkte. Ob Objektiv. Ob'
BrE Obiektivbrennebene. KBrE Kondensorbrennebe-
ne. l4l, Ilauptprisma. An Analysator.

W2

Ob BrE

ob

OE

K

K BrE

W1

Pot

F=F::= Pot

1947 hat Srrarrn die Anordnung von je einem
Wolle.sroN-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 zugänglich. Eine Einstellung auf
lnterferenzkontrast ohne Interferenzstreifen ist
mit einem normalen WollesroN-Prisma hinter
dem Objektiv nicht möglich. Auch die Anord-
nung eines solchen Prismas in der lichtquellen-
seitigen Brennebene des Kondensors ist mit eini-
gen Schwierigkeiten verbunden.
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revolver sowohl Kompensationsprismen als auch

funsblenden enthält, um beide Verlahren im ra-

schö Wechsel anwenden zu können. Nur in der

Auflicht-Mikroskopie ist der DIK dem PK ein-

deutig überlegen.

Bild 3: Norvrens"*.*. *,;.;; - =

mensioniert und angeordnet, daß fur alle in sei-
ner Kittfläche aufgespaltenen Strahlen der Gang-
unterschied bis zur Wiedervereinigung in der
Kittfläche des bildseitigen Prismas gleich ist. Im
Kompensationsprisma werden bereits alle Strah-
len so aufgespalten, daß 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
großer Beleuchtungsaperturen. Allerdings ist das
Verfahren wegen des früher beschriebenen Aper-
turfehlers nur fur eine differentielle Bildaußpal-
tung geeignet, deren Größe in der Nähe der Auf-
lösungsgrenze des verwendeten Mikroskopob-
jektivs liegt. In dieser Beziehung unterscheidet
sich der diflerentielle Interlerenzkontrast oder
Differential-Interferenzkontrast (DIK) vom so-
genannten homogenen Interferenzkontrast, del
im dritten Teil dieses Beitrages beschrieben wur-
de.

i

Differentieller Interferenzkontrast mit nur einem
bildseitigen Nomarski-Prisma

Obgleich die meisten fur qualitative Untersu-
chungen bestimmten DIK-Einrichtungen mit
einem Hauptprisma und mehreren Kompensa-
tionsprismen arbeiten. kann man den differen-
tiellen Interlerenzkontrast auch allein mit dem
bildseitigen Nouansrl-Prisma erzeugen. Man
benötigt lediglich einen Kondensor mit Spalt-
blende, dessen Spaltbreite ,vr der Objektivapertur
nicht überschreitet. Mit Hille von Test-Diato-
meen kann man sich davon überzeugen, daß
Auflösung und Kontrast besser sind. als man das
bei der eingeschränkten Beleuchtungsapertur
glauben möchte (Bild 4).

Vor- und Nachteile des differentiellen Interfe-
renzkontrastes.

Mit den Anordnungen nach Srrrlrn und Norll-rns-
rr hat die Interferenzmikroskopie als Mittel zur
Kontrastierung an Bedeutun-9 gewonnen. Sie er-
möglicht die kontrastreiche Darstellung von
Phasenobjekten. Weit verbreitet ist die Meinung,
der differentielle Interferenzkontrast (DIK) sei in
dieser Hinsicht dem Phasenkontrast (PK) überle-
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 Umleld relative
Gangunterschiede bewirken. Dieses Reliefbild
resultiert mehr aus den optischen als aus den
geometrischen Eigenschaften des Objektes und
muß deshalb mit größter Sorgfalt und Zurück-
haltung interpretiert werden. Der wesentliche
Unterschied des DIK gegenüber dem PK liegt
darin, daß nur quer zur Autipaltungsrichtung
verlauiende Strukturen sichtbar gemacht und
stark verftilscht wiedergegeben werden. In der
Durchlicht-Mikroskopie ersänzen sich beide
Verlahren gegenseitig und aus diesem Grunde

Bild 4: Struktur der Kieselalge Pleurosigma angulatum
im DIK mit nur einem Noirarski-Prisma und Spalt-
blende. Links: Planobiektiv 40x /0,65 und Beleuch-
tungsapertur 0,15; rechis: Achromat 60x /0.85 und Be-
leuöhtüngsapertur 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-
schlußmittel abhangig, andererseits aber auch
von der Größe des Objektes. Im Gegensatz hier-
zu läßt sich der DIK bei kleinen und großen Ob-
jekten anwenden. Starke Brechzahlunterschiede
zwischen Objekt und Einschlußmittel sind fur
das DIK-Bild besonders vorteilhaflt. Wenn im
PK-Bild die Objektdetails bereits durch helle
Säume verdeckt rverden. ist das DIK-Bild beson-
ders kontrastreich.
Für DIK und PK sind möglichst dünne Phasen-
objekte am besten geeignet. Der Gradient der
optischen Dicke spielt beim DIK keine so große
Rolle wie beim PK. Feine Phasenobjektdetails,
die im PK überhaupt 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-
f'enschärfe des Vertährens ist oft so groß, daß die
über und unter dem Objekt liegenden Struktu-
ren die Beobachtung stören. Beim DIK kann die
Beleuchtungsapertur den Gegebenheiten des

Präparates angepaßt werden. Bei geringer Tie-
lenschärle durch hohe BeleuchtungsaPertur stö-
ren Objekte, die außerhalb der Schärlenebene
liegen, viel weniger als beim PK-Verlahren.
Durch Verschieben des Nomarski-Prismas senk-
recht zur optischen Achse des Mikroskops wird
der Gangunterschied zwischen den beiden aus

dem Prisma austretenden Wellenlionten verän-
dert. Der Bilduntergrund kann aul alle Interfle-
renzfarben (zweckmäßig bis zur 3. Ordnung)
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NI
eingestellt werden. Dieser larbige DIK bietet zu-
sätzliche Möglichkeiten der Kontrastierung, die
besonders bei der Farbmikrofotografie ausge-
nutzt werden.

Bild 5: Ei von Schisrosoma mansoni (Pärchenegel) im
DtK Planobjektiv 40x /0-65: Projektiv 12.5 x.

Die DIK-Mikroskopie ermöglicht ebenso wie die
Phasenkontrast-Methoden die Untersuchung un-
geftirbter Präparate. Deshalb wurde sie das nütz-
lichste Hilfsmittel bei der Untersuchung von Vi-
talpräparaten, ohne jedoch die Phasenkontrast-
mikroskopie ganz ersetzen zu können.
In der Zytologie ist das DIK-Bild dem Phasen-
kontrast (PK) meistens überlegen, weil das PK-
Bild inlolgg de; Haloerscheinung häufig die Zell-
grenzen nicht erkennbn läßt. Andererseits er-
scheinen im DIK-Bild die Strukturen mit nied-
riger Lichtbrechung, z. B. Nuklei und Vakuolen,
als Vertiefungen, während hochlichtbrechende
Strukturen wie eosinophile Granula und Fettein-
schlüsse als Auswölbung dargesteilt werden. Bei
Makrophagen sehen die Vakuolen wie Vertiefun-
gen und die Kerngrenzen erhaben aus. Deshalb
ist die eingangs erwähnte kritische Interpretation
des DIK-Bildes wichtig.
Bei botanischen Präparaten wirkt sich die große
Tiefenschärle des PK-Bildes olt nachteilig aus.

Die geringere Tiefenschärfe des DIK-Bildes bei
hoher Beleuchtungsapertur ist allgemein günsti-
ger. Hohe Brechzahlunterschiede zwischen Ob-
jekt und Einschlußmittel verursachen im PK in-
tensive Halo-Erscheinungen. Im DIK liefern ge-
rade diese qroßen Brechzahlunterschiede gute
Kontraste. In pflanzlichen Präparaten kommen
häufig doppelbrechende Bestandteile vor, die
das DIK-Bild stören. Botanische Präparate sind
ein Beispiel daflur, daß der DIK die klassischen
Phasenkontrastverlahren nicht ersetzen kann.
In der Histologie hat der DIK wegen der gerin-
gen Tielenschärle eindeutige Vorteile gegenüber
dem PK. Außerdem eignet sich das DIK-Verfäh-
ren auch fiir die Amplitudenkontrastierung ge-
färbter Objekte und ftir die Beurteilung der Qua-
lität von Mikrotomschnitten. Aul eine Besonder-
heit istjedoch zu achten: Manche Laboratorien,
speziell solche. die Verkaufbpräparate herstellen.
kleben die Schnitte aul Kunststollolien und ver-
arbeiten sie nach der Fürbung und Entwässerung
aul dem Objekttrager zu Dauerpräparaten. Die
Kunststoffolie wirkt im DIK als doppelbrechen-
de Platte und verhindert die Entstehung eines
DIK-Bildes. Solche Präparate können auch nicht
im polarisierten Licht beobachtet werden.
In der Hämatologie wirkt sich der HaloefTekt des
PK besonders störend aus. weil die Gröije der
Objekte und die Brechzahlunterschiede zwischen
ihnen und dem Einschlußmittel fiir dieses Ver-
lahren besonders ungünstig sind. Hier ist der
DIK eindeutig überlegen. Im PK können Fibrin-
fäden dunkel oder hell erscheinen. je nachdem
in welcher Ebene sie liegen. Beinr DIK ist dieser

Efi'ekt nicht zu beobachten. Blutfilme, die auf
Kunststollblien zu Dauerpräparaten verarbeitet
und mit diesen eingebettet wurden, sind fiir die
Untersuchung im DIK unbrauchbar.

Bild 6: Flügelschuppe von Macroglossa stellararum im
DIK. Planobjekriv 20 x /0.40: Projektir 8 x .

In der Bakteriologie kann man geteilter Mei-
nung darüber sein, ob dem DIK oder dem PK
der Vorzug zu geben ist, weil gerade der Haloef-
lekt des PK zur Kontrastierung beitragt. Das ist
wieder ein Beispiel dafur, daß beide Verfahren
ihre Daseinsberechtigung haben und sich gegen-
seitig ergänzen.
Das gilt auch fiir die Hydrobiologie, obgleich
hier die Vorteiie eindeutig auf der Seite des DIK
liegen. Die hier zur Untersuchung kommenden
Objekte haben eine viel zu unterschiedliche
Struktur und stoffliche Zusammensetzung, als
daß man sich nur aulDIK beschränken könnte.
Für morphologische Untersuchungen an rezen-
ten und fossilen Diatomeen, die als reine Pha-
senobjekte betrachtet werden können, bietet der
DIK viele Vorteile. Auch bei großen Gangunter-
schieden zwischen der Diatomeenschale und
dem Einschlußmittel bis zu 272 Wellenlängen er-
hält man Bilder von großer 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-
muteflekt des DIK-Verflahrens. nämlich die an-
fangs erwähnte Tatsache, daß nur quer zur Aul-
spaltungsrichtung verlaufende Strukturen sicht-
bar gemacht und stark verfülscht wiedergegeben
werden. Dieser Azimutellekt läßt sich an einigen
pennaten Diatomeen. besonders glut an Huntz-
schiu unphiox-ys und an den Radialstrukturen
der zentrischen Diatomeen z. B. an Arachnodis-
tus ehrenbergi, demonstrieren. Vorteilhalt ist
beim DIK im Vergleich zum PK, daß sich die
Diatomeenschalen auch bei hoher Beleuchtungs-
apertur kontrastreich darstellen lassen. Hier
wirkt das DIK-Verfiihren als OrtslrequenzfiIter.
das hohe Ortsfiequenzen anhebt und niedrige
Ortsfrequenzen absenkt.
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Es würde zu weit ftihren, die Anwendung des
DIK in der Mikropaläontologie, Mineralogie,
Metallographie, Kristallographie, Halbleitertech-
nik, Glas- und Kunststoff-lndustrie zu beschrei-
ben. Auf eine interessänte Möglichkeit soll je-
doch besonders hingewiesen werden: Man kann
von zahllosen undurchsichtigen Objekten wie
Metallschliffen, Kristallflächen, Textilien, Haa-
ren, Federn und Blattoberflächen Lackabdrucke
(2. B. mit UHU-hart) und Abdrucke in Kunst-
stoffolien herstellen und diese im Durchlicht-
DIK mikroskopieren. Geringste Höhenunter-
schiede auf der Oberfläche der Objekte werden
auf diese einlache Weise kontrastreich darge-
stellt. Im Literaturverzeichnis sind Arbeiten ent-
halten, in denen diese Technik ausfuhrlich be-
schrieben wird.

Mikrofotografie im DIK

Bei homogenem und larbintensivem Bildhinter-
grund sind Mikroaufnahmen auf Umkehrfarb-
film problemlos. Man darf bei der fotograirschen
Wiedergabe von Interferenzfarben nicht er-
warten, daß die Bilder larbgetreu sind. Das ist
weitgehend von den Eigenschaften der Film-
emulsionen und der Belichtungszeit abhängig.
Farbwiedergabe und Kontrast genügenjedoch in
den meisten Fällen den Anlorderungen der Pra-
xis. Wenn solche Bilder schwarzweiß reprodu-
ziert und gedruckt werden, ist jedoch mit einem
großen Kontrastverlust zu rechnen.
Bei schwarzweßeri Mikroaufnahmen im DIK
sind Kontrast und Detailerkennbarkeit häufig
von mangelhalter Qualitat. Als Ursachen hierfur
kommen geringer Kontrast zwischen Objekt und
Bilduntergrund und eine zu flache Papiergrada-
tion in Betracht. Es ist falsch. die interferenzmi-
kroskopische Anordnung aul stärksten Kontrast
einzustellen, weil hierdurch die Bildqualität lei-
det (Bild 5). Als Grundregel wird empfohlen. das
Umfeld so hell wie möglich 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 Umleld aul
erößte Dunkelheit (schwarz) eingestellt wird.
Wenn man eine mittlere Helligkeit des Umleldes
wählt. so ist die Kontrastierung flächenhaft
( Bild 7). Die quer zur Außpaltungsrichtung gele- '

genen Objektränder erscheinen in entgegenge-
setztem Kontrast. der eine dunkler und der an-
dere heller als die Umgebung, worauf schließlich
der bekannte Relielelfekt beruht (Bild 8). Bei
dem Schlifl durch die Schneckenschale handelt
es sich nicht um ein echtes Relief, sondern um
sicii.':rre örtliche Gangunterschiedsänderungen.
Die Aragonitkristalle, aus denen die Schale be-
steht. sind außerdem doppelbrechend. Ein ähn-
liches Reliel lielert auch eine mit Immersionsöl
und einem Deckglas bedeckte Mattglasplatte.
Die Gradation des Vergrößerungspapiers so.llte
steiler sein als bei Hellleld-Durchlichtaulnah-
men. Bei den Formaten 9x l3 bis l3x l8 cm hat
sich die Gradation ,,hart" bewährt. Für größere
Formate sollte man sogar die Sorte ..extrahart"
rvrihlen. Mit Farmerschem Abschwächer kann
man den Bildhintergrund wieder aufhellen. so-
fcrn es sich um ein freistehendes Objekt handelt
(llild 9). Die hier gegebenen Empf'ehlungen sind
natürlich nur fur Mikroskopiker mit eigener
Dunkelkammer und Erlahrunqc'n in der Vergrö-
I3erungstechnik hilfieich. Wer auf ein Foto-
Croßlabor angewiesen ist. muß leider eine
schlechtere Bildqualitet tolerieren.

Bild 8: Querschliffeiner Schneckenschale im DIK. Pla-
nobjektiv lOx /0,24; Projektiv 8 x.

The nomarski-interlerence-contrast-
Roy. microscop. Soc. 88, 305-349

Bild 9: Demodex folliculorum. Haarbalsmilbe des
Menschen nach einem Präparut von O. Wöer-rr. DlK.
Planohjektiv 20x /0.40l. Projektiv I 2.5 x.
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