Applikationsiation

Mlkroskople L

rHinweise Zur Bedeutung des Interferenz— and Phasenkontrast-,‘
‘ verfahrens in der Auflichtmikroskopie S : -

Im Laufe der Entwicklung der Lichtmikroskope wurden neben dexr

) jeinfachen Hellfeldbeleuchtung eine- Reihe ‘von: Kontrastierver-
ijahren eingefuhrt die eine wesentlich breitere Anwendung des .

Mikroskops ermoglichen. Im Hellfeldverfahren sind nur Struk-j:»

. turen des Objektes sichtbar, die eine Schwachung des Lichtes
"jdurch Absorption (im Durchlicht) oder- geringere Reflexion (im'gf
Auflicht) bewirken. Diese Objekte werden als Amplitudenobjekte~f
 bezeichnet. ‘Daneben existiereanraparate, die nur eine Phasen—ﬁ;
”fiverschlebung des Lichtes verursaéhen. Dabei kann es sich um g
‘ >geometrische Hohendifferenzen (z. Be. ungeatzte Schliffe im S
.Auflicht) oder Brechzahlunterschiede (z. B. ungefarbte bio~'°*- 
 ”1ogische Objekte im Durchlicht) der Praparate handeln. Diese
X7Strukturen konnen sowohl durch das Phasen- als auch durch das}»’
-ffInterferenzkontrastverfahren_sichtbar gemacht werden. . ' : .“
='Weitere Kontrastierungsmethoden"Wie Dunkelfeld Polarisation;w5 
g Fluoreszenz Ue a. sollen 1n dieser Betrachtung ausgeklammert’jff;
:7werden. Vielmehr geht es um- die Bedeutung des. Phasen~ und- In—f }f‘
T terferenzkontrastes speziell in der Auflichtmikroskopie.
'ﬁqur Erlauterung der’.entsprechenden Problematik im Durchlicht o

'fiﬁ!onenstrahl)°:‘
Dabei’wird -
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.entstandene Mikrorellef 91chtbar gemacht. Dieses Relief entsteht
durch die meist unterschiedliche Hirte der Gefugebestandteile

und das’ unterschiedliche Abtragen bei der Probenpraparation° ,

Das Interferenzschichtenverfahren mus gegenwartig als das uni-
vergellste. Verfahren angesehen werden, es ist’ Jedoch ebenso

wie das Ionenstrahlatzen mit relativ hohem geratetechnischen
Aufwand (Vakuumkammer) verbundeno Das chemische Ltzen zeigt,
dagegen bei einer Reihe von - Stoffen (z. Be Edelstahle) hiufig
nicht den gewunschten Erfolg. Die lichtmikroskopische Kontra-
stierung ist teils als Ersatz, teilweise aber auch als Erganzung
dieser Verfahren anzusehen. . I I L
Das Phasenkontrastverfahren, ursprunglich fur Durchlicht konzi~
;_piert wurde 1932 ‘von dem niederlandischen Physiker F. Zernike
veroffentlicht die serienmaBig hergesteliten Ausrustungen '

wurden ab 1941 von der Fa.‘Carl Zeiss Jena- ausgeliefert° Erst :

v nach 1945 wurde das Phasenkontrastverfahren auch im- Auflicht |
 eingesetzt. Der: Grundgedanke beim Phasenkontrastverfahren ist

‘der, eine getrennte Beeinflussung von am Obaekt ungebeugtem”b'
.und gebeugtem Licht in. der hinteren Brennebene des Objektivs'  >"
ZU. erreichen. Mit Hilfe ‘eines: sogenannten Phasenplattchens wird'_”’
die Fhase des ungebeugten direkten Lichtes ‘80 verschoben, daB :
es bei der Bildentstehung im Okular zu einer Kéntrastierung derf»
Phasenobjekte durch die Interferenz der beiden genannten Llcht-‘
anteile kommt. Beim Phasenplattchen handelt es sich um eine ' o
Schicht, die haufig direkt auf das Objektiv aufgebracht wird i :
‘und die Phase des ungebeugten Lichtes um 90 0. dreht, gleichzei-_}‘_
tig auoh dieses Licht etwas &bschwacht. Die Beleuchtungsapertur V”
wird entsprechend der Form des Phasenplattchens eingeschrankt.-"
Als giinstig haben sich ringformige Phasenkontrastblenden er-}f"_
wiesen. Man arbeitet sowohl mit einem (strenger Phasenkontrast): o
als auch mit zwei Ringen (nicht strenges Verfahren).';;" . fﬁ~_
Diese Phasenringe mussen exakt aufeinander abgebildet und zueinq :
ander justiert werden. Als konkretes Beispiel sei auf die Phasen-;
kontrasteinrichtung am’ groBen Auflichtkameramikroskop NEOPHOT 2
;verwiesen. Sie bestand aus einer Ringblende in der Aperturblen-:}__
| denebene, die durch ein Hllfslinsensystem auf ein Phasenplatt- ‘.:
chen im Beobachtungsstrahlengang abgebildet wurde._Die neue ' o
| Phasenkontrasteinrichtung am NEOPHOT 21 arbeitet mit dem Phasen~
plattchen, das sidzahnlich wie bei Durchlichtphasenkontrastein—'
.riohtungen direkt auf dem Objektiv befindet.5¢;= o
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Um die Beeinflussung (Schwichung) des Beleuchtungslichtes zu
vermeiden, wurde die Funktion des’ Phasenrlnges jewelils drel sek-
torartlgelAbschnitten (Sektorbreite entsprlcht einem Winkel von
%) eines Ringes Ubertragen. Die Beleuchtung erfolgt durch
eine gleichermaBen gestaltete Vorblende. Die Abblldungsqualitat
konnte hierdurch wesentlich verbessert werden.
Bei der Interpretation des Phasenkontrastbildes sind Kenntnisse
iiber die Besonderheiten dieses Abblldungsverfahrens unumgénglich.,
Voraussetzung ist eine ebene, gat reflektierende Probenober-
fldche, um die Abbildung des Blendenringes nicht zu stdren,
Aufgrund des grtdBeren Abstandes zwischen gebeugtem und ungebeug-
tem Licht in der hinteren Brennebene deg Obgektivs werden klei~
nere Objekte besonders gut und homogen gegenuber.dem Untergrund
kontrastiert. Beil grﬁﬁéren Objekten entsteht eine Aufhellung
des Randes (Haloeffekt). Dadurch kommt es zu einer Kontrastiiber-
hohung an den Phasengrenzen, die einerseits die Erkennung feiner
Strukturdetails in diesem Gebiet verhindert, andererseits Qiné
- Erkennung solcher Details in gridSerem Abstand vom Halobereich
ermdglicht. Die Helligkeit ist nur bei kleinen Gangunterschieden
eln MaeB fir die Grofle des Phasensprunges. :
Das Fhasenkontrastverfahren wurde bei der Ldsung verschiedener
metallographischer Probleme eingesetzt, In der Literatur finden
sich Beisplele fiir die Anwendung bei der Untersuchung folgender
‘Materialien: perlitisches GuBeisen /1/, Kalt- und Warmarbeits-—
stahl /6/; Schnellarbeltsstahl /1/; Automaten-
stahl /1/; Hartmetall /6/; reines Kupfer, Alumi-~
nium, Zink /3/; Zinn /1/; Messing /3/; Bronze /1,
7/3; Cu-Ni-Leglerungen /3/; Kupfer-, Zink- und
Nickeliiberzug /1/; Al-Fe-Legierungen [6/; Al-Mg~
Legierungen /3/; Al-Si-Legierungen /1/

- Reim differentiellen InterferenZkontrast nach NOMKRSKI arbeitet
man mit polarisiertem Licht, das Objékt befindet sich zwischen
gekreuzten Polaren (Polarisator und Analysator). Den wesentli-
chen Teil der Einrichtung bildet ein modifizier#es Wollaston—~
Prisme. Ee¢ 13t in der Néhe der hinteren Objektivbrennebene an-
geordnet, bewirkt eine Winkelaufspaltung des ankommenden linear
polarisierten Lichtes und dadurch eine 1atera1e Bildaufspaltung.
Um zu vermeiden, daB Doppelbilder im Mikroskop ‘erhalten werden,
wird die Aufspaltung in der GroBenordnung des Aufldsungsver-~
mdgens des Mikroskops gewdhlt, Im Durchlicht bendtigt man fur



-4 -

jedes Objektiv ein zusétzliches Kompensationsprisma'im Beléuch-’
tungsstrehlengang, um die Beobachtung bei groBen. Beleuchtungs—
aperturen zu ermdglichen. Beim Auflichtverfahren werden beide

Funktionen durch ein einziges Wollaston-Prisme zwischen Objektiv '

und Illuminator realisiert. Im Analysator, der im Winkel von
45 © zum Prisma angeordnet ist, werden die beiden zueinander
verschobenen Teilbilder zur Interférenzvgebrachto Es entsteht
eine mikroskopische Darstellung des Gradienten der optischen
Wegléngen in Aufspaltungsrichfung, Das Geflge erscheint als Re-
lief, das natiirliche geometrische Profil-Wird kiinsgtlich iiber-
htht. Die‘InterpretationvdeS'Bildes ist nur unter Beriicksichti-
gung der Aufspaltungsrichtung mﬁglicho-Dié gleichen Hohendiffe~-
renzen erscheinen, Jje nachdem ob sie in. Aufspaltungsrichtung
oder entgegengesetzt anstelgen, hell oder dunkel (Schattenefn o
fekt)o Hohenprofile (lineare Strukturen), die parallel zur Auf-
spaltungsrichtung llegen, werden uberhaupt nicht kontrastiert.
Sie kdnnen nur durch Drehung des Objektes sichtbar gemacht wer-
den, Die optimale Kontrastierung erfolgt nur in einer Vorzugs-
richtung (Azimuteffekt). Mit Hilfe dieses KontréStverfahrens
werden die im Objektivorhandénen_Hﬁhenuntérschiede'erkennbar.
Am empfindlichsten reaglert das Verfahren im Schwarzweif~Kon=
“tragt. Bel Anfertigung von Mikrdf0t¢gréfien und fiir Demonstra=
" tionen wihlt men jedoch hiufig den Hsthetisch sehr ansprechen-
den Farbkontrast. Eine Erhfhung der Aufspaltungsgrﬁﬁe fiir klei-
ne Gangunterschiedsgradiéntgh'ist}durch.Verwendung‘eines ent-
sprechenden zusdtzlichen Wollaston-Prisma gegebeng Breite An-
wendung findet das Verfahren gegenwdrtig in der Unter suchung.
von Metallen, Keramik, Werkstoffen der Mikroelektronik u. ..
Das Interferenzkontrastverfahren kann im wesentlichen fiir die
Beobachtung der gleichen Materialien wie fiir das Phasenkontrast—
verfahren angegeben verwendet werden. Anwendungsbeispiele aus .
der ILiteratur finden sich fiirs ‘ ‘

ui—?inkristall /2/5

rogtfreier Stahl /9/;

Schnellarbeitsstahl /7/, o

Kupfer, zinn /2/3 ’”:v

Messing /2/; Magne51um /8/,'

Keramik /3/3 : _

Schleifkorper (Korund) /3/,.
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- Tabelle: Verg]elch zw1schen Ph
trast im Auflicht

Phasenkontrast

asenkontrast und Interferenzkon-

Interferenzkontrast

~hohe Anforderungen an die
Probenoberfliche (Ebenheit,
keine diffuse Reflexion), um
V01b1@ndenabb1]dung AV
gewdhrleisten o

-Notwendigkeit der exakten .
Justierung der Vor- und Pha-
genblende zueinander

~Beleuchtungsapertur durch‘
Blenden eingeschrénkt, Ver-
wendung von. griinem Licht

~Darsiﬂllung von Phasenobjek-
ten im Hell-Dunkel-Kontrast

~besonders gute Kontrastierung

von Objekten mit geringer
lateraler Ausdehnung und -
geringem Gangunterschied .
{CﬁtaDrlCht yerlnger Hohen-
differens)

=~Aufitreten eines Haloeffektes
bei groBen Objekten (Probleme
der Frk@nubarkeLt von
Strukturen in Phasengrenz-—
nihe) und Kontrastverlugt
brw, Umkehr beim Gangunter=
gehied X/6

~rotationssymmetrischer
Kontraat ’

Tdteratur:

/1/ Beyer, Hermann

 -~geringe Anforderungen an die

Probenoberfliche (auch Unter-
suchung etwas diffus reflek=
tierende® Materialien, wie Ke-
ramik méglich bei ausreichender
Intensitat

-einfachste Justierung (evil,
457-Stellung der Polarisations-—
filter korrigieren.

‘ —Beieuchtungsapertur nicht ein-

geschrédnkt, Intensitét durch
den notwendigen Einsatz von
Polarisationsfolien verringert

~Darstellung von Gangunterschieds-
gradienten im Schwarzwelﬁ- oder
farbkontrast

~problemlose Darstellung des Gang-
unterschieds (Gradient) auch bei
groferen Objekten und grofen
Gengunterschieden (Hohendlffe-
renzen)

~geringe Kontrastierung bei
kleinen Phagendifferenzen
(kleine Gradienten sind nur bei
Erhthung der Aufspaltung auf
Kogten des Auflosungsvermogens
slchfbar) _

~ ~kein rotationssymmetrischer

Kontrast (Azimuteffekt) .

lineare Strukturen werden nicht
kontrastiert, wenn sie parallel
~zur Aufspaltungsrichtung liegen

 Theorie und Praxis des.Phasen~

kohtrastverfahfens;Leipzig 1965

/2/ Beyer, Hermann

Theorie und Praxis der Interfe-

renzmikroskopie; Leipzig 1974

/3/ Beyer, Hermann

Handbuch der Mikroskopié

‘2.Auflage Berlin 1977
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/4/ Einfuhrung in die Phasenkontrastmlkroskopie-

Druckschrift 30-A-304 -

/5/ Vergleich des Informationsgehaltes im Phasenkontrast— und (
‘ differentlellen Interferenzkontrastbild ‘anhand biologischer »

Objekte
/6/ B-ernhardt, W.:

./7/vSpies, H,,Jo::v

/8/ Oberlénder, B. u. &.:

Druckschrift 30- 325

Erfahrungen mit der Phasenkontrast-'

_ elnrichtung am NEOPHOT 2
Jenaer Rundschau 14, H. 4/1969

Erfehrungen bei der Gefugeent-

o wicklung durch Anwendung des Inter-

ferenzkontrastes‘nach NOMARSKI
Freiberger Forschungshefte,

~ B11, Leipzig 1965

Gefdgeentwicklung beid Magnesium~ .
1egierungen

}_'Praktische Metallographie 10/80

/9/ Slattery; Go Ue 8ot

| Metallographische Untersuchungen

“bedl Korngrenzenausscheidungen im

_ ,.roqtfreien Stahl AISI 316 |
"V'Praktische Metallograph;e 6/81,

Verfasqer. Degel Wolfgang

_ Steffen, Hartmut
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