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Interferenzmikroskopie,

Prinzip und Anwendungen.

Die Lateralaufiosung des Lichtmikro-
skops ist durch die Wellenldnge des
Lichtes bzgrenzt. Sie liegt, je nach Ob-
jektivapertur, in der GroBenordnung
einer halben Wellenldnge bis zu meh-
reren Welilenldngen etwa zwischen
0,25 und 5pum. Die Tiefenaufldsung
eines normalen Durch- und Auflicht-
mikroskops liegt zwar in der gleichen
GroBenordnung, ldBt sich aber ohne
zusdtzliche Hilfsmittel fir Dicken- und
Tiefenmessungen kaum ausnuizen. Das
ist einmal prdparatbedingt und hidngt
zum anderen vom mechanischen Auf-
bau des Mikroskops ab. Die Methode
der Lichtinterferenzen ist in hervorra-
gender Weise geeignet, diese Licke
auszufilllen und eine wesentliche Stei-
gerung der TiefenmeBgenavigkeit zu
erreichen. tm Durchlicht kénnen auB3er-
dem an kleinsten flissigen oder festen
Substanzmengen genave Brechzahlbz-
stimmungen durchgefihrt werden. Als
MaBeinheit dient bei allen Interferenz-
messungen zundchst die Lichtwellen-
ldnge selbst; TiefenmeBgenauigkeiten
von 0,05 bis 0,001 :m werden von
den modernen Interferenzmikraskopen
ohne weiteres erreicht. Die Anwen-
dungsbreite der Interferenzmikrosko-
pie hat deshalb stindig zugenom-
men und ist weiter im Anwachsen be-
griffen.

Um das Verstdndnis der Wirkungs-
weise des Interferenzmikroskops zu
vertiefen, seine Moglichkeiten voll qus-
schépfen zu kdnnen und die Leistungs-
grenzen zu erkennen, werden in der
vorliegenden Druckschrift einige Hin-
weise iber die theoretischen Grundla-
gen der Inierferenzmikroskopie gege-~
ben und einige Mefbeispiele etwas
genauer behandeit.
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1. Grundlagen zur Interferenz des Lichtes

1.1. Interferenz

Unter Interferenz des Lichtes versteht
man die Uberlagerung von mindestens
zwei Lichtwellen,” die mit einer Ver-
starkung oder Schwdchung der Inten-

sitdt verbunden ist. Dabei spielen zwei -

Begriffe, Amplitude und Phase (bzw.
Phasendifferenz), die wichtigste Rolle.
Nach der Darstellung einer Sinuswelle
in Bild 1 gibt die Amplitude a, die
maximale Schwingungsweite an, deren
Quadrat der Intensitdt proportional
ist. Die momenfane Auslenkung
a a,'sinv aus der Nullage wird durch
die Phase oder den Phasenwinkel -, be-
stimmi. Der Abstand zweier benach-
barter gleichsinniger Nulldurchgdnge
wird als die Wellenldnge 7 bezeichnet
und enispricht einer Phasendifferenz
von 360°. Mit welcher Phasendifferenz
2zwei vom gleichen Lichiquellenpunkt
ausgegangene Lichtwellen zusammen-
treffen, hangt von der Differenz der op-
tischen Wege ab, die sie durchlaufen
haben. Der optische Weg ist definiert
als das Produkt aus dem geometrischen
Weg d und der Brechzahl n des durch-
laufenen Medivms. Durchlaufen die
Lichiwellen nacheinander Bereiche
unterschiedlicher Brechzahl, dann ist
der optische Weg gleich der Summe
der Produkte d, n, aus diesen einzel-
nen Bereichen v. Die Differenz der
optischen Wege, auf die es bei der
Interferenz in erster Linie ankommt,
wird als Gangunterschied 1\  be-
zeichnet.

A=3(d'n) 1)
4 {d-n) ist die Differenz des Produktes
aus geomelrischem Weg (z. B. Objekt-
dicke) und Brechzahl.
Ist der geometrische Weg fir beide
Lichtwellen gleich, dann wird daraus

A=d-§n (1a)
und bei gleicher Brechzahl, aber unter-
schiedlichem geometrischcm Weg

A=n-3d (1b)

Der Gangunterschied wird manchmal
auch als Anzahl von Wellenlingen
angegeben und legt dann gleichzeitig
die Interferenzordnung fest.

d

- A= 8n (1)
n

ader A= ;5 - 8d {1d}

Durch Multiplikation des in Wellenldn-
gen angegebenen Gangunterschieds
mitdem Vollwinkel 360° ergibt sich die
Phasendifferenz -, z. B.
',,=;j-h‘n~360° @
die auch als relative Phasendrehung
bezeichnet wird.
Von der Phasendifferenz héangt es ab,
ob Schwdchung oder Verstdrkung der
interferierenden Lichtwellen eintritt.
Jeder Phasendifferenz ist eine ganz be-
stimmie resultierende Amplitude und
Intensitat zugeordnet. Das wird in
Bild 2 an fiinfBeispielen der Interferenz
zweier Wellen gleicher Amplitude mit
den Phasendifferenzen 0, 60°, 90°, 160°
und 180°, bzw. den Gangunterschieden
0. Yo "o *, und '/, Wellenldngen
dargestelit.
Besteht zwischen beiden Wellen nach
Bild 2a eine Phasendifferenz von 0°,
360° oder n-360° (n=ganze Zahl), so
tritt maximale Verstarkung, bei einer
Phasendifferenz von 180° bzw. (2n-1)
-180° maximale Schwdchung ein (Bild
2e). Die Intensitdt der resultierenden
Welle entspricht im Fall a) der vier-
fachen Intensitai der Einzelwelle und
ist im Fall e) null. Fir andere Phasen-
differenzen sind alle dazwischenliegen-
den Intensitdten moglich.

1.2. Kohérenz

Obwohl die Ausfihrungen Uber die
Grundlagen der Interferenz ganz all-
gemein fir jede Art von Wellen gelien,
wird man bei Einwirkung des von zwei
verschiedenen Lichtquellen herrihren-
den Lichtes auf das gleiche Raum-

gebiet keine Inferferenzerscheinungen
wahrnehmen kénnen. Das Licht muB
folgende Bedingungen crfyllen, um in-
terferenzfdhig zu sein. Man spricht
dann von kohdrentem, bzw. partiell
kohdrentem Licht. :

1. Die Lichtwellen missen gleichzeitig
in dem Raumgebiet wirken.

2. Es mussen Uber einen genigend
groBlen Zeitraum (den Beobach-
tungszeitraum) konstante Phasen-
beziehungen bestehen.

3. Die Wellenldnge muB gleich sein.

4. Die Wellen missen in der gleichen
Ebene schwingen.

5. Bei ausgedehnten Lichiquellen darf
der Divergenzwinkel des emittier-
ten Lichtes nicht zu groB sein.

Die einzelnen Punkte einer Lichtquelle

senden das Licht nichi kontinuierlich

aus, sondern sirahlen in statistischer

Folge kurzzeitige Lichtblitze ab. Daher

sind die ersten bziden Kohdrenzbedin-

gungen nur zu erfollen, wenn beide

Wellen vom gleichen Punki der glei-

chen Lichtquelle ausgegangen und

ihre Gangunterschiede nicht zv grof
sind. Gleichzeilig sind dann, chne Ver-
wendung von Filtern und Polarisatoren,
auch die Bedingungen 3 und 4 erfillt.

Zur Erfutlung der 5. Kohdrenzbedin-

gung sind geeignetle Blenden anzvord-

nen.

1.3. Entstehung von Interferenz-

streifen und Interferenzkontrast

Fuhrt man zwej kohdrente Lichtbindel
zusammen, die von zwei in einem klei-
nen Abstand a (Bild 3) voneinander
entfernt liegenden eng begrenzien Bil-
dern L, und L, der gleichen Lichtquelle
herzurihren - scheinen, so kann auf
einem Schirm, der sich in einer gegen-
Uber a groBien Entfernung | von den
Lichtquellenbildern befindet, ein Sy-
stem gerader Interferenzstreifen aufge-
fangen werden. Es erscheint im weiBen
Licht farbig, im monochromatischen
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Licht hell-dunkel. Der Gangunter-
schied zwischen den von L, und L, aus-
gehenden Strahlen dndert sich von
einem zum ndchstbenachbarien infer-
ferenzstreifen umeine Wellenldnge 7.
Der Abstand b zweier Interferenzsirei-
fen laBt sich berechnen nach
|

b= o (3)
ist einer der bziden interferierenden
Wellenfronten nach Passieren eines
Phasenobjektes (es bewirkt nur eine
relative Anderung der Phase, aber nicht
der Amplitude des hindurchgehenden
Lichtes) ein o6rilich begrenzter Gang-
unterschied aufgeprdgt (Bild 4), so
resultiert daraus am Ort des Objekt-
bildes eine Streifenversetzung ¢, aus
der die GrdBe des vom Objekt hervor-

gerufenen Gangunterschieds 3 be-
stimmt werden kann.
A= (%)

b

Macht man den Abstand a der Licht-
quellenbilder in Bild 3 immer kleiner,
so wird der Abstand b der Interferenz-
streifen immer groBer. Ist a=0, d.h.,
sind beide Wellenfronten zueinander
parallel, dann ist der Streifenabstand
unendlich groB, und der gesamte
Schirm erscheint, bis auf das Bild des
Objekts, in einer einheitlichen Farbe
oder Helligkeit. Diese kann durch
Anderung der zwischen den Wellen-
fronten bestehenden Phasendifferenz
(Bild 5) verdndert werden.

Um kontrastreiche Interferenzen zu er-
halten, muB die Ausdehnung s der nutz-
baren Lichiquelie in Richtung L,-L,
(Bild 3)so kleinsein,daf sich die Gang-
unterschiede A, =i,-1, und A%=1"~I',
(Bild 6) umwenigerals /4 unierscheiden

(=47, 0 1:) Diese Bedingungisterfullt,

wenn die Lichtquelie oder ihr Bild
spaltformig begrenzt ist und die Breite

des Spaltbildes die GréBe s= 2 ! nicht
a

4

Uberschreitet (a nach Bild 3). Wird
diese sogenannie )./4-Bedingung nichi
eingehalten, dann verstdrken sich an
ein und derselben Stelle des Schirmes
gewisse Strahlenteile, wdhrend sich
andere abschwdchen, so daf3 der Kon-
trast nachldBt.
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2. Interferenzmikroskopie

2.1. Grundlagen

Das mikroskopische Bild enisteht nach
der Abbeschen Theorie durch Inter-
ferenz des direkten Lichtes mit dem am
Objekt gebeugten Licht. Die im Objekt
herrschenden Amplituden- und Phasen-
beziehungen werden dabei um so voll-
kommener wiedergegeben, je voll-
stdndiger die gebeugten Lichtanteile,
d. h. je mehr Beugungsordnungen er-
fafit werden. Eine Beugungsordnung
allein kann keinerlei Informationen
Uber das Objekt liefern.

Unter Interferenzmikroskopie im be-
sonderen versieht man jedoch nicht
die Interferenz verschiedener Beu-
gungsordnungen, sondern die Uber-
lagerung eines vollsidndigen mikro-
skopischen Bildes mit einem dazu ko-
hdrenten Untergrund, der strukturlos
sein oder selbstStrukturen tragen kann.
Das Interferenzmikroskop erzeugt von
den schon in 1.3. genannten Phasenob-
jekten (Objekie ohne Absorption) kon-
trastreiche Bilder und erlaubt, diese
auch in der dritten Dimension genau
zv vermessen. Es muf also eine vom
Objekt unabhdngige Aufspaltung des
Strahlenganges erfolgen, damit in der
Zwischenbildebene die Objektwellen-
front mit einer dazu kohdrenten Refe-
renzwellenfront zur Interferenz gelan-
gen kann. Die Phasenobjekte unter-
scheiden sich von ihrer Umgebung
nicht wie die sogenannfen Amplituden-
objekte durch Farbe oder Helligkeit,
sondern durch ihre Brechzahl oder
Dicke. Das duBert sich in der Erzeu-
gung eines Gangunterschiedes nach
Formel (1) sowie nach den Bildern 4
und 5, der im Interferenzmikroskop
vermessen wird.

Die zur Durchfihrung von interferenz-
messungen erforderliche Referenzwel-
lenfront kann auf verschiedene Weise
erzeugt werden. Das im Prinzip ein-
fachste Verfahren besteht in der Auf-
spaltung des Strahlenganges vor und

die Wiedervereinigung hinter dem Ob-
jekt bzw. im Auflicht vor und nach
Reflexion am Objekt bei vollstindig
getrennten Teilstrahlengdngen. Die
Referenzwellenfront ist also, wie in den
Bildern 4 und 5 dargestellt, vom Objekt
nicht beeinfluBt worden.

2.2. Shearing-Yerfahren

Die exakte technische Realisierung des
letztgenannten Prinzips ist bei Ver-
wendung stdrkster Objektive recht
schwierig und erfordert einen grofien
Aufwand. AuBlerdem ist eine solche
Anordnung fir Auflicht sehr er-
schitterungsempfindiich. Deshalb wird
bei modernen Interferenzmikroskopen
meist auf die volistdindige Trennung
von Objekt- und Referenzstrahlengang
verzichtet oder die Strahlirennung erst
hinter dem Objektiv, also abbildungs-
seitig vorgenommen. Dabei wird be-
vorzugt das Shearing-Verfahren (siehe
Bild 7) verwendet. Der seitlich etwas
verschobenen Referenzwelle sind eben-
falls die Objektstrukiuren aufgeprdgt,
so daB von jedem Obijekt ein Doppel-
bild entsteht. Je nach Abstand der bei-
den Einzelbilder sprechen wir von
totaler (Bild 7a) oder differentieller
(Bild 7b u. ¢) Bildaufspaltung.

Totale Bildaufspaltung liegt vor, wenn,
wie in Bild 7a, das verschobene Bild
des zu uniersuchenden Objekies ge-
trennt neben dem unverschobenen
liegt oder wenn bei groBen Objekien
die BildaufspaliungsgréBe ein Viel-
faches der Auflosungsgrenze betrdgt.
Bei der differentiellen Bildaufspaltung
tiegt diese in der GrofBlenordnung der
Auflésungsgrenze, und ein Doppelbitd
ist noch nicht zu erkennen. Die totale
Bildaufspaltung wird vorwiegend fur
MeBzwecke, die differentielle Bildauf-
spaltung zur Kontrastierung benutzt.

2.3. Interphako-Verfahren

Das Interphako-VYerfahren ist ein neu
in die mikroskopische Praxis einge-
fuhrtes und im AMPLIVAL interphako.
PERAVAL interphako und EPiVAL inter-
phako realisiertes Inter{ferenzverfah-
ren, das avs dem Phasenkontrastver-
fahren abgeleitet worden ist und direkt
als quantitatives Phosenkontrastverfah-
renbezeichnetwerdenkann. Es gehtvon
der Tatsache aus, daB das direkte Licht
allein keinerlei Strukiuren vermittetn
kann, es muB wenigstens ein Teil des
gebeugten Lichtes mit zur Bildentste-
hung bzitragen.

Zur Durchfihrung dieses Verfahrens
wird der Strahlengang abbildungsseitig
durch ein kleines Mach-Zehnder-Inter-
ferometer aufgespaitet. In dem einen
Teilstrahlengang wird durch geeignete
Blendenanordnungen das am Objekt
gebeugte Licht zuriickgehalten. Da auf
diese Weise alle Objektstrukturen her-
ausgefiltert werden, wird durch diesen
Teilsirahlengang nur eine ebene Welle
obertragen. Nach Wiedervereinigung
derTeilstrahlengelangtin derBildebene
(siehe Bild 5) die durch das Objekt de-
formierte Welle des einen Teilstrahlen-
ganges mitdar ebenen Welle des ande-
renTeilstrahlengangeszurinterferenz.
Im Gegensatz zum Shearing-Verfahren
kdnnen im Interphako-Verfahren nur
kleine Objekte vermessen werden, da
nur bei kleinen Objekten in der Pupitle
eine geniigend grofBe rdumliche Tren-
nung von direkiem und gebesugtem
Licht vorliegt. Dadurch erst wird wie
beim Phasenkontrast eine getrennte
Bzeinflussung beider Lichtanteile mog-
lich. Fir genaue Messungen darf des-
halb die ObjektgroBe das 20fache der
Auflgsungsgrenze des verwendeten Ob-
jektivs nicht Ubarsteigen. Fur solche
kieinen Objekte ist es aber, wegen
seiner wesentlich besseren Bildquali-
tit, dem Shearing-Verfahren eindeutig
Uberlegen.



Die fur eine bestimmte optische An-
ordnung noch zuldssige ObjekigroBe
ergibt sich aus dem in BEYER (1953)
abgeleiteten 1-Wert.
_ Bk
=p
B = Radius eines kreisformigen
Objekts. Bei idnglichen Objek-
ten ist fir 2 B der kieinste
Durchmesser einzusetzen.

Wellenzahl

I AR

- =
[[I—]

wirksame Brennweite des abbil-
denden Systems.

AR= Breite der Ringblende im
Interferometer.

Fir genauve Messungen soll dieser
I“Wertdie GroBe 1 nicht Gberschreiten.
Durch entsprechende Objektivauswahl
unddie Moglichkeit,Ringblenden unter-
schiedlicher Breite zu verwenden, kann
diese Forderung fir einen relativ brei-
ten ObjekigroBenbereich verwirklicht
werden.

{n Bild 8 ist beispielsweise die maximal
zuldssige ObjekigroBe in Abhdngigkeit
von der ObjektivvergréBerung und der
verwendeten Ringblende fir das AM-
PLIVALinterphako dargestellt. Bei gro-
Beren Objekten treten MeBfehler auf,
die z. T. korrigiert werden kdnnen. Bei
homogenen Phasenobjekten, d. h. sai-
chen, die tber ihren gesamten Bereich
dic gleiche Phasendrehung aufweisen,
sind in Abhdngigkeit vom 1'-Wert, der
Objektphasendrehung und dem Ort
der Messung innerhalb oder aufBerhalb
des Objekts die in Bild 2 dargesteliten
Korrekturen anzubringen. Als Abszisse
ist die Objekiphasendrehung  von
0-180° und als Ordinate die notwendige
Korrektur A ¢ aufgetragen. Als Para-
meterwerd dient der 1'-Wert for ver-
schiedene Objektorte. Die Sirichart
bezeichnet den 1-Wert 0,5;1,0 und 2,5.
Die an die Kurven geschriebenen Zah-
ien 0;0,5;1,0 und 1,5 sind die Abstdnde
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des MeBpunktes von der Mitle eines
kreisformigen Objekts in Einheiten des
Objektradius. Fir anders gestaltete
Objekte sind die Korrektionswerte
sinngemdB(nebenstehende Erlduterung
zur GroBe B) anzuwenden.

2.4. Besondere Hinweise

zur Durchfiihrung

von Interferenzmessungen

Es werden grundsétziich Gangunter-
schiede A nach Formel (1) gemessen.
Aus einer solchen Messung ist deshalb
noch nicht zu erkennen, ob die Dicke d,
die Brechzahl n oder bzide von der
Umgebung abweichen. Im Auflicht kon-
nen auBerdem noch Oberfldacheneffekte
den MeBwert verfdlschen. Diese Un-
sicherheiten missen durch geeignete
zusdtzliche Messungen oder Zusatz-
uberlegungen eliminiert oder wenig-
stens auf ein zuldssiges MaB reduziert
werden.

2.4.1. Streifenmethode

Wenn von Lichtinterferenzen die Rede
ist, dann denkt man im allgemeinen
zundchst an die Iinterferenzstreifen nach
den Bildern 3, 4 und 13, weil diese die
markanteste und anschaulichste Er-
scheinungsform der Lichtinterferenzen
sind. Die Interferenzsireifenmethode
wurde und wird auch heute noch viel-
fach fir Gangunterschiedsmessungen
eingesetzt. Sie ist unbedingt erforder-
lich, wenn man die Auswertung des
Interferenzbildes in der Fotografie vor-
nehmen will, und sehr nitzlich, um
sich einen schnellen Uberblick Gber
die GroBenordnung der auftretenden
Gangunterschiede zv verschaffen. Das
Grundprinzip ist schon in Formel (4)
und Bild 4 erldutert worden.

Bei ebener Vergleichswellenfront, wie
sie z. B. von den Interferenzmikrosko-
pen mit getrenntem Objckt- und Ver-
gleichsstrahlengang geliefert wird, tritt
an jedem Objekt nach Bild 4 nur eine

)

einmalige Auslenkung der Interferenz-
streifen ein, wihrend beim Shearing-
Verfahren mit totaler Bildaufspaltung
nach Biid 13 die interferenzstreifen an
den beiden Teiltbildern in entgegenge-
setzter Richtung ausgelenkt werden.
Man miBt entweder direkt im mikro-
skopischen Bild oder in der Fotografie
die Grofle der durch das zu vermes-
sende Objekt hervorgerufenen Strei-
fenausienkung ¢ (Bild 4), dividiert diese
durch den Abstand b zweier benach-
barter Interferenzstreifen und multi-
pliziert diesen Quotienten mit der Wel-
lenldnge des verwendeten Lichies. Bei
Beobachtung im weiBen Licht ist fur
A die Schwerpunktweilenldnge von
550 nm einzusetzen.

Bei Interferenzmikroskopen mit MeB-
kompensator, wie das Interphako-
Mikroskop fir Auf- oder Durchlicht,
[dBt sich der der Streifenauslenkung
entsprechende Gangunterschied ge-
naver mit Hilfe dieses Kompensators
messen. Hierzu bringt man nachein-
ander durch Verdrehen der Meftrom-
mel einen Interferenzstreifen des zu
vermessenden Objekis und den zuge-
ardneten Streifen in seiner Umgebung
mit einer in der Okularbildebene be-
findlichen Strichmarke zur Deckung.
Die Differenz der an der MeBtrommel
abgelesenen Skalenteile AT multipli-
ziert mit dem Eichfakior K ergibt den

durch das Objekt hervorgervfenen
Gangunterschied .
A=AT-K (5)

Der genannte Eichfaktor K wird mit
dem Gerdt ibergeben oder kann aus
der Anzah! der Trommelteile fir die
Verschiebung der Interferenzsireifen
um einen Streifenabstand leicht er-
mittelt werden.

Fir sebr kieine Objekte ist die Streifen-
methode nicht gecignet, weil dann im
Objekt kein Interferenzstreifen zy er-
kennen ist. In solchen Fdllen verwendet
man die nachfolgend beschriebene
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Kompensationsmethode im Interferenz-
kontrast, d. h. im streifenfreien Um-
feld.

2.4.2. Kompensationsmethode

im Interferenzkontrast

Moderne Interferenzmikroskope, die
hohenAnsprichen geniigensollen, sind
mit einem schon in 2.4.1. erwdhnten
MeBkompensator ausgeristet, der es
gestattet, eine héhere MeBigenauigkeit
als nach der direkten Streifenmethode
zu erreichen. Diese Messungen lassen
sich im monochromatischen und weiflen
Licht durchfihren. Im monochromati-
schen Licht wird nach Bild 10 nachein-
ander das Objekt und die Umgebung
auf grofite Dunkelheit und im weiBen
Licht auf die gleiche empfindliche Farbe
eingestellt. Bei letzierer handelt es
sich um die zwischen Rot und Blau lie-
gende Purpurfarbe, bei der eine sicht-
bare Anderung schon durch sehr kieine
Gangunterschiedsdnderungen bewirkt
wird. Der Gangunierschied bestiimmt
sich dann nach Formel (5). Bei Shear-
ing-Anordnungen, die zwei in der
Qualitat gleichwertige Bilder liefern,
wie das bei der Interphako-Einrichtung
im Auf- oder Durchlicht der Fall ist,
kann man zur Erhohung der Mel-
genavigkeitin der angegebenen Weise
auch von einem zum anderen Bild des
gleichen Objekts messen.

Dabei ist stets darauf zu achten, daB
der Ubergang von der Dunkelsiellung
oder von der empfindlichen Farbe
des einen Bildes zum anderen iber
die Dunkelsteilung oder empfindiiche
Farbe der Umgebung geht und daB
letztere in der Mitte der beiden erst-
genannten liegt.

2.4.3. Spalt- und Gitterbeleuchtung
Bei Anwendung des Shearing-Verfah-
rens muB zur Sicherung eines gulen
Kontrastes die Beleuchtungsapertur in
Aufspaltungsrichtung beschrankt wer-

den. Beim Interphako-Mikroskep ge-
schieht das mit Hilfe von Beleuchtungs-
spalten (weiBes und monochromati-
sches Licht) oder mit Hilfe von Beleuch-
tungsgittern(monochromatisches Licht).
Zwischen der auf die Objektebene be-
zogenen AufspaltungsgroBe a und der
Spaltbreite b muB die Bedingung

bra

f o4 ®

erfillt sein.
f = Kondensorbrennweite
= Lichtwellenldnge
Um eine optimale Anpassung an unfer-
schiedliche Bildaufspaltungen durch-
fihren zu konnen. sind im Durchlicht
ein verstellbarer und drehbarer Pra-
zisionsspalt und im Auflicht einige auf
einem Schieber angeordnete Spalte
unterschiedlicher Breite vorgesehen.
Die richtige Spalteinstellung 1dBt sich
nach Umschalten auf Pupiilenbecbach-
tung leicht kontrollieren, da im Shear-
ing-Verfahren bei homogenem Feld
in der Pupille Interferenzstreifen sicht-
bar sind, deren Abstand der Bildauf-
spaltungsgrofe umgekehrt proportio-
nal ist. Der Spalt ist dann richtig ein-
gestellt, wenn sein gleichzeitig sichi-
bares Bild parallel zu den Interferenz-
streifen verlduft und nicht breiter ist als
ein Viertel eines Interferenzstreifen-
abstandes.
Fiir dasArbeitenim monochromatischen
Licht kann zur Erhohung der Bildheltig-
keit und der Bildqualitat an Stelle des
Beleuchtungsspaltes ein Beleuchtungs-
gilter verwendet werden, dessen Spalt-
breite die Bedingung (6) und dessen
Gitterkonstante d die folgende Bedin-
gung (7) erfilit.

dfa= A »
In der Praxis bedeutet diese Bedingung,
daB in der Austrittspupille die Ab-
stdnde der Gitterspalte denen der
gleichzeitig sichtbaren interferenzstrei-
fen entsprechen mussen, Je groBer die

Bildaufspaltung a ist, um so kleiner
muf die Gitterkonsianie d sein. Mit der
Wah! des Beleuchiungsgitters ist also
die BildaufspaitungsgroBe fest vor-
gegeben. Deshalb sind Gitter mitunter-
schiedlicher Gitterkonstante vorge-
sehen. Die exakie Erfillung der Be-
dingung (7) macht keine Schwierig-
keiten, da die BildaufspaltungsgroBe a
kontinuierlich verdnderbar ist und
deshalb der Gilerkonstante genau an-
gepaft werden kann.

2.4.4. Messungen

mit der Halbschattenplatie
Wesentliche Meferleichterungen und
eine Erhshung der MeBgenavigkeit
ergeben sich bei Verwendung einer
Halbschattenplatte, die (siche Bild 11)
im einfachsten Fall qus einer Phasen-
kante besteht, die die Begrenzungs-
linie zweier auf einer Glasplatte be-
findlicher Bereiche darstellt und die
einen geringen relativen Gangunter-
schied erzeugen. Beim Interphako-
Mikroskop wird eine soiche Halb-
schattenplatte in die vor dem Inter-
ferometer gelegene Zwischenbildebene
eingeschoben und so eingestelit, daf
die Phasenkante durch das zu vermes-
sende Objekt gehi und somit Objekt
und Umgebung in zwei Bereiche mitim
allgemeinen unterschiedlicher Hellig-
keit teilt. Beim Shearing-Verfahren
(Bild 12) wird dabei sowohl das Ob-
jektbild (schrdger Phasenstreifen) als
auch die Phasenkante um den gleichen
Betrag aufgespaitet (waagerechter
Streifen). Zur Durchfihrung der Mes-
sung wird nach Bild 12a und b mit
Hilfe des MeBkompensators nachein-
ander der Avufspaliungsbereich der
Phasenkante im Objekt und in der Um-
gebung in der Helligkeit auf die un-
mittelbare Nachbarschaft abgeglichen
und aus der Differenz der an der MeB-
trommel abgelesenen Skalenwerte, wie
schon in 2.4.2. beschrieben, der durch
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das Objekt hervorgerufene Gangunter-
schied bestimmt. Zur Verdoppelung
der MefBigenavigkeit kann man auch
in diesem Fall von einem zum ande-
ren Teilbild (siehe Bild12a und ¢}
messen. Da stets im monochromati-
schen Licht gearbeitet werden muf,
wird man die Verwendung des Be-
levchtungsgitters bevorzugen.

Beim interphako-Verfahren wird an
Stelie der einfachen Phasenkante ein
Phasensteg. also zwei eng benachbarte
Phasenkanten verwendet; die Messung
wird auf die gleiche Weise, wie eben
beschrieben, durchgefuhri.

2.4.5. Bestimmung

der Interferenzordnung

Obwohi der wichtigste Anwendungs-
bereich der quantitativen inlerferenz-
mikroskopie die Vermessung kleiner
Gangunterschiede (< 2/2) ist, ireten
jedoch hdufig auch gréBere Gang-
unterschiede auf. Dann sind zu ihrer
Bestimmung zusdizliche Uberlegungen
erforderlich, denn im monochroma-
tischen Licht, das bei Interferenzmes-
sungen bevorzugt wird, sind die Inter-
ferenzstreifen der verschiedenen Inter-
ferenzordnungen nicht zu unterschei-
den. Bei gréBeren Gangunterschieden
(0> 7/2) ist deshalb eine sichere Zuord-
nung der Interferenzsireifen von Ob-
jekt und Umgebung im monochroma-
tischen Licht nur moglich, wenn sie
sich kontinuierlich durch das Objekt
hindurch verfolgen lassen oder sich
auf andere Weise die Gréfenordnung
des Gangunterschieds abschdtzen laft.
Ist das aber, wie bei plotzlicher starker
Brechzahi- oder Dickendnderung nicht
der Fall, dann muB zur Bestimmung
der Interferenzordnung im weiBen
Licht gearbeitet werden. Hier sind die
niedrigen Interferenzordnungen (siehe
Bild 13) durch ihren Farbveriauf,,mar-
kiert", so daB eine Zuordnung der
Interferenzstreifen im Objekt zur Um-
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gebung auch in diesem Fall maglich
wird. Am besten ist der Streifen nullter
Ordnung (neutrales Weifl) zu erken-
nen. Sind keine Dispersionsunter-
schiede zwischen Objekt und Um-
gebung vorhanden, dann &ndert sich
die interferenzfarbe symmetrisch zum
Streifen nullter Ordnung.

Bei kleinen Objektien, wo die Inter-
ferenzstreifenmethode nicht anwend-
bar ist, wird zur Bestimmung der In-
terferenzordnung 'die entsprechende
Farbfolge in Objek! und Umgebung
herangezogen, die bei Betdtigung des
Phasenschiebers nacheinander
scheint.

Man ermittelt also zundchst im weiBen
Licht, eniweder mit Hilfe des Mef-
kompensators oder durch Abstands-
messung im Zwischenbild den Abstand
zwischen der nullten Ordnung im Ob-
jekt und in der Umgebung, bestimmt
dann im monochromatischen Licht die
in diesem Abstand gelegene Anzahl
der ganzenlinterferenzstreifenabstinde
bzw. lInterferenzordnungen (n) und
milt den resitichen Gangunierschied
in Bruchteilen von Wellenldngen, z. B.
bei Anwendung der Streifenmethode
nach Formel {4). Auf diese Weise er-
hdlt man den gesamten Gangunier-
schied

er-

<.
A—n~)\+B~A (8)

Allerdings versagt diese Methode zur
Bestimmung der Interferenzordnung,
wenn die zur Interferenz gelangenden
Strahlen im Objekibereich groBere
Wege (mehrere Wellenlangen) Mate-
rialien mit stark unterschiedlicher Dis-
persion durchlaufen. Dann ist der
scheinbar neutrale Streifen, wenn tiber-
haupt ein solcher festzustellen ist, nicht
mehr der Streifen nullter Ordnung,
und es kénnen bei der so vorgenom-
menen Zuordnung Fehler bis zu eini-
gen Wetlenldngen auftreten. Das kann
in Extremfdllen bei dicken Objekien

g

im Durchlicht schon der Fall sein, wenn
fir eine Wellenldnge die optischen
Wege gleich sind. Ein Kriterium dafir,
wann storende Farbverfdlschungen
durch Dispersionsunterschiede aufge-
treten sind. ist der starke Unterschied
der Farbfolge im Objekt und in der
Umgebung, insbesondere die Unsym-
metrie zum scheinbar farblosen, neu-
tralen Streifen im Objekt, wenn in der
Umgebung eine soiche Symmetrie vor-
handen ist. In der praktischen Arbeit
wird man jedoch hdufig die mit der
Bestimmung der Interferenzordnung
verbundenen Schwierigkeiten durch
geeignete Prdparation oder anderwei-
tige Abschdtzung des zv erwartenden
Gangunterschiedes umgehen konnen.

2.4.6. Messung

kieiner lateraler Gréflen

Diese MeBmethode zur Messung klei-
ner in der Objektebene gelegener
Groflen ist nur mit solchen Shearing-
Interferenzmikroskopen durchfohrbar,
die, wie das Interphako-Mikroskop,
die Grofie der Bildaufspaltung konti-
nuierlich zu verdndern gestatten. Es
handelt sich hierbei nicht um eine
direkte Interferenzmessung am Objekt,
sondern um die mitielbare Anwendung
der Interferenzmethode.

In 2.4.3. ist schon darauf hingewiesen
worden, daB beim Shearing-Verfahren
mit homogenem Feld in der Pupille
Interferenzstreifen entstehen, deren Ab-
stinde d der Bildaufspaltungsgréfe a
umgekehrt proportional sind. Es be-
steht die Beziehung

C-2
A= 4.6 5u6 ®)
Abbildungsmafstab des letzten
Zwischenbildes, der etwa dem
1.25fachen der Objektivver-
groBerung bxw. des Objektivab-
bildungsmabBstabes entspricht.

g =



C = dimensionsiose Gerdtekonstante
von etwa 164, deren genauver
Wert durch Eichung bestimmt
werden kann.
Setzi man fir 7. die Anzahl der nm und
fir d die Anzahl der mm ein, dann
ergibt sich eine Zahl, die die GréBe a
in um angibt. Zur Durchfiihrung einer
solchen Messung wird die zu messende
Grofle, z. B. die Objekibreite a (siehe
Bild 14), in Aufspaltungsrichtung ge-
dreht und im monochromatischen Licht
eine solche Aufspaltung eingestellt, daB
sich die beiden Objekibilder gerade
berithren, so daB die Aufspaltungs-
groBe der Objektbreite a enispricht.
Dabei wird mit Interferenzfilter oder
Spektrallampe und voller Beleuch-
tungsapertur gearbeitet. Nach Ein-
schallen einer Bertrand-Linse wird mit
Hilfe einer OkularmeBplatte oder
eines MeBschraubenokulars der Inter-
ferenzstreifenabstand d in der Pupille
gemessen und nach Formel (9) die
Objektbreite a berechnet. Fir die
praktische Arbeit [dBt sich Formel (9)
C-u 20
3. 546
einer Konstante K’ zusammenfaf3t und
die Beziehung

vereinfachen, indem mon

(9a)
erhalt.

Um in der Pupille kontrastreiche Inter-
ferenzstreifen zu erhalten, empfiehlt es
sich, vorher bei eingeengter Beleuch-
tungsapertur in der Zwischenbildebene
ein homogenes Interferenzfeld einzu-
stellen. im weiteren Verlauf der Arbei-
ten, insbesondere bei Einstellung stark
unterschiedlicher AufspaltungsgrofBBen,
genigt zur optimalen Einstellung eine
geringe Korrektur an den Einstell-
knopfen fir die Kompensations-
platten.

Der Vorteil dieser MeBmethode be-
steht besonders darin, daB zur eigent-
lichen Messung gleichartige und in der

gleichen Ebene liegende Objektkanten
aneinandergelegt und auch bei sehr
kleinen Objekten hohe MeBgenauig-
keiten erzielt werden, da in diesem
Fall der Interferenzstreifenabstand in
der Pupille besonders groB ist.

Da die Konstanz der GroBe C in For-
mel (9) bzw. K’ in Formel (3a) fir einen
relativ groen Aufspaltungsbereich ge-
wadhrieistet ist, kann die Eichung mitei-
nemgrdfBeren Objekt,z.B.einer Objeki-
meQplatte erfolgen (s. 3.3.). Es wurden
noch GroBen gemessen, die betrécht-
lich unterhatb der Auflésungsgrenze
lagen. Die Reproduzierbarkeit der
Messungen betrug, nahezy unabhén-
gig von der MeBgrofe, etwa 0,02 pm.



3. Anwendungen

3.1. Durchlicht

3.1.1. Bestimmung von Dicke

und Brechzahl

mikroskopischer Objekte

Bei Objekten, die sich in zwei Medien
unterschiedlicher Brechzahl, von denen
eines auch Luft sein kann, einbetten
lassen, ohne sich dabei selbst zu ver-
dndern, kann man durch zwei Mes-
sungen in solchen unterschiedlichen
Medien sowohi Dicke als auch Brech-
zah| des Objekts bestimmen.
Bezeichnen wir die Brechzahi des Ob-
jekts der Dicke d mit n, und die der
bziden Einbettungsmittel mit n, und n,,
dann ist nach Formel (1a)

A=d(ng-n,)
Al=d(nen) (10)
Amd,=dingen)
A, -4
d="1"=2 1
— a1

und durch Einsetzen von (11) in eine
der bziden Formeln fir A, oder A},
erhdlt man

a,m -, (12)

R b )

Ist 32 der Fehler der Einzelmessung
und wird der Fehler in der Bestim-
mung von n, und n, vernachldssigt,
dann ist nach der ublichen Fehler-

rechnung der Maximalfehler fir d

Ne=

und n,
254
M= (11a)
P s L PRI

(=3,
Der wirklich auftretende Fehler ist
immer kleiner und kann durch mehr-
fache Wiederholung der Messungen
und Mittelwertbildung weiter verklei-
nert werden.

Vielfach sind die Brechzahien n, und
n, der verwendeten Einbettungsmittel
(z. B. Luft und Wasser) bekannt, ande-
renfalls missen sie in einem Refraklo-
meter, z. B. nach 3.1.3. bastimmt wer-
den.
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Bei bekannter Brechzahl bzw. bekann-
ter Dicke des Objekis ist nur eine
Messung erforderlich; so ergibt sich
an Stelle der Formeln (11) und (12)

d= (13

No—n,

ne=n,+ = (14)

d
Zur Bestimmung der Brechzah! allein
kann, auch bei unbekannter Objeki-
dicke, die Immersionsmethode ver-
wendet werden. Dazu wird die Brech-
zah! n, des aus zwei mischbaren Flis-
sigkeiten unterschiedlicher Brechzahl
bestehenden  Einbettungsmittels so
lange variiert, bis das Objekt im Inter-
ferenzbild verschwindet. Dann ist
Ay=d (ny-n,)=0 also n,=n,,
und durch Messung von n, erhdlt man
die Brechzahl des Objekis n,.

MeBbeispiel zu 3.1.1.:

Zu bestimmen isi Dicke und Brechzahl
eines nichtabsorbierenden Glasteil-
chens.Eswirdeinmalin Luft(n,=1,0000
und einmal in Wasser (n,==1,3330)
gemessen.

Die gemessenen Gangunterschiede
sind

3,=3,075 pgm

A,=1.193 um

Nach Formet (11) ergibt sich die Dicke
zu

d= 3,075-1,193 1,882
~ 1,3330-1,0000 ~ 0,3330
=5,652 um

und die Brechzahl nach Formel (12)
ne 3,075-1,3330 - 1,193 - 1,0000

°T 3.075-1,193

4,099 -1,193 2,906

= resz  ~1.es2 = 14
Wird fir die Einzelmessung des

Gangunterschiedes ein MeBfehler von
7{250 - 0.002 um angenommen, dann
ist der Maximalfehler nach (11a) und
(12q)

N

0,004 _
sd= 0333 =0,012 pm
o 3.075+1,193-1,333
Sne= " 4 gg9a 0,002
= 0,0026
undeswird

d==5,65240,012 pm
ne=1,544140,0026

3.1.2. Bestimmung der
Trockenmasse biologischer Zellen
Der [nhalt einer biologischen Zelle
kann aufgefaBBtwerdenalseinewdBrige
Losung verschiedener Substanzen,
Oberwiegend Proteinen und Nuklein-
sduren, deren Konzentration und Ver-
teilung von enischeidender Bedeutung
fur die Funktion der Zelle ist. Deshalb
liegt die Hauptarbeitsrichtung der
Interferenzmikroskopie in der Biologie
und Mazdizin in der Bestimmung der
Trockensubstanz lebender und fixier-
ter Zellen. Es besteht eine eindeutige
Bezizhung zwischen der Konzeniration
der in einer lebanden Zelle gelosten
Trockensubstanz und der Brechzahl
der Lésung, die durch die Formel (15)
dargestellt wird.

n=nw+a C (15)

n = Brechzahl der Lésung

nw = Brechzahl des Losungsmittels,
i. a. Wasser

C = Konzientration der gelssten Sub-
stanz in g/100 mi

x = spezifisches Brechungsinkre-

ment in 100 ml/g, das ist die
Zunahme der Brechzahl der
Losung, wenn sich die Konzen-
tration um 1 g/100 ml erhsht.
« liegt fur die in einer Zelle iiberwie-
gend geldsten Substanzen in der Gro-
Benordnung von 0,0018 ml/g. Fir «
wird hdufig der hundertfache Betrag
eingesetzt und mit 4 bezeichnet.
#%=100-z in ecm?/g
Dann ist die Konzentration Cin g/cm?®
einzusetzen.



Wird die Zelle in ein Einbettungsmitte!
der Brechzahl ng eingebettet, dann er-
gibt sich der Gangunterschied aus
einer der Formeln (10) und der For-
mel {15), indem man fir n,=n, fir
n,=neg und fir x y einsetzi.
A=d{n~ne)=d [(nw~ne)+%C] (16)
und fir die Konzentration der Trocken-
substanz

e= 2+ "I qgiemn) (17)
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Da lebende Objekte normalerweise in
einem wdlBrigen Milieu, z. B. physio-
logischer Kochsalzlésung, eingebettet
sind, dessen Brechzahi sich nur wenig
von der des Wasszrs unterscheidet,
kann das zweite Glied i. a. vernach-
lassigt werden. Unter diesen Bedin-
gungen erhdlt man die am meisten
verwendete, vereinfachte Formel fir
die Konzentration der Trockensub-
stonz

lg/em?] (18)

fur die Trockensubstanz pro Fldchen-
einheit

A= tgjem) (19
und fir die gesc;mie Trockenmasse
M=>F @

Dabei ist A und d in ¢cm und die vom
v vermessenden Objekt eingenom-
mene Fldche F in cm? einzusetzen.

Bei fixierten Schnitten wird der Zelle
normalerweise das Wasser entzogen
und das Einbettungsmittel dringt in die
Zelle ein. Die in ihr vorhandene
Trockensubstanz liegt dann in unge-
loster Form vor, und das spezifische
Brechungsinkrement ist durch den

nM-—ne
Ausdruck -~ zu ersztzen.
]

| der ungeidsten
f Trockensubstanz.

nm=Brechzahl
p=Dichte

Fir diesen Fall erhdlt man

A

= lafem (190)
A F

M= fe ol (@)

Eine Angab2 von C ist unter diesen Be-
dingungen nicht sinnvoll.

Bei Anwendung der Formeln (19a)
und (20a) missen nm, ne und : bzw.

nM-n
der Ausdruck M_ £ bekannt sein.
¢

Umgebung: 69,5 68,5 68
Kern: 52 1 515
17,5 17,5 16,5

Die Skalenkonstante wurde zu 5,000nm
bestimmt. Damit ergibt sich ein ge-
messener Gangunterschied von
A=16,8'5=84 nm=0,84-10"°cm
Unter Vernachldssigung des Korrek-
turgliedes in {17) ergibt sich nach (20)
mit 4,=0,18 ¢m?®g und F=3,56=
21 ym?2=2,1-10" cm? die Trocken-
masse des Kernes
0,84-10-5-2,1-10-7
M= ""0a '
Formel (20) gilt jedoch exakt nur fir
zylindrische Objekte. Da aber der
Zellkern besser durch ein Ellipsoid an-
gendhert wird, dessen Volumen sich zu
dem des Zylinders mit gleichem Quer-
schnitt und gleicher Hohe wie 2:3 ver-
halt, wird in der Praxis der nach (20)
erhaltene Massenwert noch mit dem
Faktor 2/3 multipliziert.
Man erhdlt somit
Mcern = §'9,B'10"’g=6.6'10"’g.
Hinsichtlich der weiteren zu erwarten-
den systematischen Fehler und ihrer
Korrekturmoglichkeiten mufl auf das
einschldgige Schriftum verwiesen wer-
den.

-g=9,8-10"2¢g

MeBbeispiel zu 3.1.2.

Bestimmung der Trockenmasse eines
Kernes in der lebanden Zelle einer
Pilzhyphe.

Wegen der Kleinheis des Kernes {etwa
3,56 um) erfolgt die Messung im
Interphako-Verfahren unter Benutzung
des Planachromaten Hi 100 x /1,30 und
Verwendung des kleinen Blendenrin-
ges.

Es wurden jeweils 5 Messungen im
Kern und im Umfeld durchgefihrt und
folgende MeBwerte in Skalenteilen er-
halten:

Mittelwert
69 67
52 s o -
17 16 16,8

3.1.3. Bestimmung der Brechzahl
von Flissigkeiten

Die Grundiage bildet eine der beiden
Formeln (10). Prinzipiell 1Bt sich dar-
aus z. B. die Brechzahl n der Einbet-
tungsflissigkeit bestimmen,wenn Dicke
d und Brechzahl n, des eingebeiteten
Objekts bekannt sind. Es ist

A
n=n,y (21)

Fur n>> n, hat A negatives und fur
n <. n, positives Vorzeichen.

Zur Erreichung einer hohen Mef-
genavigkeit muB mit moglichst grofen
Gangunterschieden, d. h. in hdheren
Interferenzordnungen gearbeitet wer-
den. Das ist fir ein bzliebiges Objeki
umstandlich. Die groBte Schwierigkeit
besteht in der Zuordnung der Inter-
ferenzstreifen, die bei einem ungiinsti-
gen Objekt nur im weillen Licht durch-
gefuhrtwerden kann und bei gréBeren
Dispersionsunterschieden zwischen Ob-
jekt und Flissigkeit nicht eindeutig ist.
Es ist deshalb zweckmdBig, ein beson-
ders gestaltetes Objekt zu verwenden,
in dem man die [nterferenzsireifen
direkt verfolgen und damit die Zvord-
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nung auch im monochromatischen
Licht durchfihren kann. Dafur hat
sich ein als Mikroskoprefrakiometer
bezeichneter Objektitrager mit gerader,
trapezformiger Nut (siehe Bild 15)
besonders bewdhrt.

Beim Einstellen von Interferenzstreifen
im Feid und Anwendung des Shearing-
Verfahrens mit totaler Bildaufspaliung
ergibt sich der in Bild 16 dargestellte
Streifenveriauf. Aus dem Interferenz-
streifenabstand b und der Streifenaus-
lenkung c ergibt sich der Gangunter-
schied

c
A—T’-}‘

und nach Formel (21) die Brechzahl n
der in der Nut befindlichen Flussigkeit

A=ng ;37 (219)

Die Brechzahl des Trédgerglases ng
wird im Werk fir 4 verschiedene
Wellenldngen gemessen und ebenfalts
die Nuttiefe d bestimmt. jedem Mi-
kroskoprefraktometerwerdendiese ge-
messenen YWerte beigegeben; sie kdn-
nen aber auch vom Anwender selbst
nach 3.1.1., Formeln (11) und (12),
bestimmt werden. Mit einer Nuftiefe
von 10 bis 20 um sind MeBgenauigkei-
ten von 0,0001 bis 0,0002 zu erreichen.
Dazu reicht eine FlUssigkeitsmenge von
10 g aus.

MeBbeispiel zu 3.1.3.

Bestimmung der Brechzahl np (fir
%=589 nm) von Wasser.

Die Brechzahl des Trdgerglases war
mit nop=1,51228 und die Nuttiefe
mit d=10,519 pm angegeben. Es wur-
den jeweils 10 Messungen unter Ver-
wendung eines Interferenzfilters fir
SB89 nm Wellenldnge durchgefihrt und
daraus der Mittelwert gebildet.
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a) bei direkter Ausmessung der Strei-
fenausienkung im Feid, z. B. mit Hilfe
einer OkularmeBplatte oder eines Mef3-
schravbenokulars, erhdit man nach
Formet (21a) mit b=27,06; ¢=87,18
(in beliebigen Einheiten in der Bild-
ebene gemessen)
87,18 0,589
nD=1,51228—ﬁ'66~v10v519
=1.51228-0,18040=1.33188

b taBt sich durch Messung iber mehre-
re Streifenabstinde relativ genau be-
stimmen, weshalb ein aufiretender
Meffehler vorwiegend aus der MeB-
ungenauigkeit von c resultiert (3c).
Sie befrdgt in diesem Fall etwa '/,
Streifenabstand =b/50--0,54. Damit
wird der zu erwartende Maximaifehler

dc A 0,54 0,589

B 4T 27,06 10,519 0%
und man erhdlt
np=1,33193-0,0011
b) Ausmessen der Streifenauslenkung
mit einem MeBkompensator und Be-
rechnung der Brechzah! nach Formel
(21).
Es wird von einem zum anderen Teil-
bild also in Bild 16 die doppelte
Streifenausienkung und damit der
doppelte Gangunterschied 28 gemes-
sen. a, und a, sind die an der MeB-
tromme! abgelesenen Skalenteile

dnp=

24 254 (23A)2
q, q, a,-a, Abw.v.Miftelw.
54,6 7881 7335 +073 0,5329
§5,2 7883 7331 +0.33 0,1089
$3,0 7865 7335 +0,73 0.5329
4,7 7735 73,8 0,97 0,9409
284 761,5 7331 +0,33 0,1089
45,0 777,0 7320 0,77 0.5929
43,0 7758 7328 +0,03 0,0009
60,0 7919 7319 -0.87 07569
4,8 7751 7333 40,53 0.2809
56,3 789,0 7327 -0,07 0,0049
I £ 7 2 A X T )

g

3 (Skty= 222%* — 366,385 Skt
1 Skiwurde zu 5,152 nm bestimmt, also
erhdltman

A =366,385-5,152 =1887.6 nm
und daraus

1.887¢6
no=1,51 228—17‘5@
=1,51228-0,17944==1,33284

Die MeBunsicherheit fur die Einzei-
messung betrdgt in diesem Fall
s
24 .
250 om
Daraus resultiert ein Maximalfehler

0,0024
dnp= 1"6'519—0‘00022
Zum Bestimmen der auf den Mittel-
wert bezogenen MeBunsicherheit wird

der mittlere quadratische Fehler von

A nach
SRR VAL
2 n(n-1)
{n=Anzah! der MeBwerte)
berechnet.
sy_ 1 1/ 3,.8610
=g b Ve

= 15 ]/ 0,0629 = 0.1036 Ski

%1=0,10365,152=0,534 nm
Damitergibt sich fir
0,000534

Bno= “yoe g =0,00005 und

npo=1,3328440,00005

3.2. Auflicht

3,2.1. Vermessung

technischer Oberflichen

Bei der Vermessung technischer Ober-
flochen interessiert in erster Linie die
Rauhtiefe. Sie ist eine wichtige Aussage
Uber den Bearbeitungszusiand. Die



Rauvhtiefe R ist (siehe Bild 17a) als die
groBte im Mikrobereich der Oberflache
auftretende Hohendifferenz definiert.
Grundlage zur Vermessung und Aus-
wertung der MeBergebnisse bietet
auch hier die Formel (1), insbesondere
{1b),wobei3d durch die doppelte Rauh-
tiefe 2R oder allgemeiner durch die
doppelte Hohendifferenz 2h ersetzt
wird.

A=n-2hoder A=n-2R (22a)

Ist die Probenoberfléche nicht einge-
betiet und wird mit einem Trockenob-
jektiv gearbeitet, dann ist n=1 zu
sefzen

A=2hoder A=2R  (22b)

und die Héhendifferenz ist gleich dem
halben Gangunterschied

A A

h= 2 oder R_;l—, (22¢)

so daB der Abstond zweier benachbar-

fer Interferenzstreifen einer Hohen-

Iy
differenz von

2
Nach Formel (22¢) und Bild 17b erhalt
man somitfir die Rauhtiefe

entspricht.

—ata, »

R="%" 2
und mi den aus dem Bildbeispiel in
Bild 17b zu entnehmenden Zahlen-
werten fir 2=58% nm

9,148,9 0,589
a4 g =0250um

R=
Bei unregeimdBiger Oberfldchenstruk-
tur und groBen Rauhtiefen ldBt sich
der Interferenzstreifenveriauf oft nicht
mehr mit Sicherheit erkennen, so daf
eine direkte Messung nicht durchfihr-
bar ist. In solchen Fdilen 1aAt sich der
MeBbereich auf Kosten der Mefigenau-
igkeit durch Anwendung der Lackab-
zugmethode beliebig erweitern. Der
von der zu untersuchenden Oberfldche

angefertigte Lackabzug wird in ein
Medium geeigneter Brechzahl einge-
bettet und im Durchiicht beobachtet.
Auf diese Weise kann in Formel (1a)
die Brechzahldifferenz (3n) zwischen
Einbettungsmedium wund Lackabzug
und damit auch der Gangunierschied
so klein gehalten werden, daB die
Interferenzstreifen mit Sicherheit ver-
folg) werden konnen (Biid 18a und b).
Hinsichtlich weilerer Einzetheiten wird
aufdas Schrifttum verwiesen.

3.2.2. Halbleitertechnik

und Mikroelekironik

Die Halbleiterbauelemente steilen im
allgemeinen {ir die Interferenzmikro-
skopie ginstige Untersuchungsobjekte
dar. Sie sind innerhalb eines Elements
flachenhaft homogen, aiso kaum struk-
turiert und haben ein ausreichendes
Reflexionsvermégen, so daf3 mit einem
leistungsfdhigen Gerdt in gunstigen
Fdllen MeBgenavigkeiten von 1 nm
ohne weiteres erreichbar sind.

in der Halbleitertechnik treten vor-
wiegend kleine Schichtdicken auf.
Schichtdicken Uber '/, Wellenldnge ru-
fen im Auflicht einen Gangunterschied
grofer als !/, Wellenldnge hervor, so
daf die interferenzmikroskopische Un-
tersuchung eines unbekannten Objekts
stets mit der Bestimmung der Inter-
ferenzordnung nach 2.4.5. beginnen
muB. Daran schlieBt sich die genave
Messung des Gangunierschieds im
weiflen oder monochromatischen Licht
an. Bei kleinen Elementen wird man
die Kompensatormethode im homo-
genen Feld bevorzugen, in vielen Fal-
len ist sie die allein brauchbare Me-
thode.

Bei der Dickenbestimmung durch-
sichtiger Schichten auf undurchsichti-
ger Unterlage, wie z. B. SiO, auf Sili-

zium, ist die Bestimmung der Inter-
ferenzordnung schon etwas problema-
tischer. Sind diese Schichten eine oder
mehrere Wellenidngen dick, dann
kann die Zvordnung der interferenz-
streifen durch Dispersionserscheinun-
gen mitder daraus resultierenden Um-
farbung der Interferenzstreifen gestort
werden. In solchen Fdlien kann man
sich mit der in 3.2.1. erwdhnien Lack-
abzugmethode weiterhelfen, oder man
bedampft (siehe Biid 19) einen geni-
gend groflen Teil des Objekis miteiner
gut reflektierenden Metallschicht. Auf
diese Weise kann ohne Schwierigkei-
ten die Schichtdicke und daraus Brech-
zahl und Interferenzordnung fir eine
beliebige Wellenldnge bestimm? wer-
den. Freilich ist die letztgenannte Me-
thode nur fur Grundsaizuniersuchun-
gen und fur Eichzwecke brauchbar,
d. h., wenn es sich um Testobjekte han-
delt oder solche, die von einer Anzahl
gleicher oder dhnlicher Objekte abge-
zweigt oder direkt fur diesen Zweck
prdpariert wurden, um aus solchen
Messungen verallgemeinerungsfdhige
und auf andere Objekie Ubertragbare
Aussagen zu erhalten. .
Werden besonders hohe Mefgenauig-
keiten gefordert, dann ist noch der bei
der Reflexion auftretende materialab-
hédngige Phasensprung zu beriicksich-
tigen, wenn es sich um unferschied-
liche Materialien handelt. Bei dunnen
Schichten gilt das unter Umsidnden
auch schon fir solche gleichen Ma-
terials unterschiedlicher Dicke. Er
héngt auBerdem vom Einfailswinkel ab.
Wir setzen deshalb in folgendem senk-
rechten Lichteinfall voraus.

Fur alle Nichtleiter, wie z. B. Gias, ist
der Phasensprung 180°; er weicht fir
Halbleiter, z. B. Silizium, nur wenig
von 180° ab und betrdgt im Extremfal}
(Kupfer, kompaktes Material) 140°.
Ist & die GroBe des Phasensprunges in
Grad oder als Anderung des Gang-

13



.

unterschieds ausgedrickt, donn ist
Farmel (22b) durch die Differenz des
Phasensprunges A zu ergéinzen:

A=2h4 A0=2h4 (=) (20)
Daraus ergibt sich die Schichtdicke

A AD
h= 27 2 (24)

Bei der Schichtdickenbestimmung geht
also die halbe Differenz der Phasen-
springe ein.
Fir den Extremfali Kupfer auf Glas
9% =140°, Hci=180%sind das

1., o M
3 Abk,61=20° 18 =:30 nm

fir Gold auf Silizium mit $c=142,5°,
Hs=177°

1 , 172,25
2»A9G‘5—17,25 =gy 26 nm
fur Chrom auf Silizium mit 9c==165°

1 abes =60~ o n

5 Abe,s =6° = o) =9 nm.

Fisr die Kombination von Halbleitern
wird die Differenz der Phasensprirnge
noch kleiner und kann deshalb im all-
gemeinen vernachldssigt werden.
Man ersieht daraus, daf3 die Differenz
der Phasenspringe bei genauen Mes-
sungen und sehr unterschiedlichem
Material wohl zu bericksichtigen ist,
aber auch nicht iiberbewertet werden
darf, da sie bei vielen MeBproblemen
innerhalb der zu fordernden Mefge-
navigkeit liegt und deshalb unberick-
sichtigt bleiben kann.

MeBbeispiel zv 3.2.2.
Bestimmung des Phasensprunges ei-
nes aufgedampften Goldstreifens. Der
Goldstreifen wurde nach Bild 19 pra-
pariert und der Gangunterschied im
nicht bberdampften vnd Uberdampfien
Bereich gemessen. Esergab sich
A,=232nm
A,=183nm

14

Daraus ergibt sich eine Dicke des
Goldstreifens von
h= Az’ =116 nm

und der der Differenz des Phasen-
sprungs enisprechende Gangunter-
schied
A=24,-0,=232-183=49 nm,
was einer Differenz des Phasensprungs

49 o o .
von coo -360°=32° entspricht.
Ohne Berucksichtigung der Phasen-
spriinge wirde sich also ein Fehler in
der Dickenbestimmung von 24,5 nm
ergeben.

3.3. Messung kleiner lateraler
GriBen (Mefibeispiel zu 2.4.6.)

Die Messung kleiner jateraler GroBen
ist in fast alien Bereichen der mikro-
skopischen Praxis sowohl im Auf- als
auch im Durchlicht von grofier Bedeu-
tung. Die praktische Anwendung soll
noch einmal an einem MeBbeispiel
aus der Halbleitertechnik demonstriert
werden.

Bild 20a zeigt einen Flachentransistor
auf einer Siliziumscheibe und Bild 20b
die gleiche Objektstelle im Shearing-
Verfahren mit einer Bildaufspaltung,
deren GroBe der Breite des zu vermes-
senden kleinsten Halbleiterelements
enispricht.

Bei Verwendung des EPIVAL interpha-
ko mit dem planachromatischen Ob-
jektiv. 12,5x/0,25 und eines Inter-
ferenzfilters fur die Wellenldnge von
574 nm erhdlt man in der Pupille das
in Bild 21 dargestellte Interferenzstrei-
fensystem. Aus dem lInterferenzsirei-
fenabstand d kann nach Formel (9a)
die Elementbreite a bestimmt werden.

a= - (9a)

s

Die Konstante K’ 1dBt sich leicht unter
Verwendung einer ObjektmeBplatte
bestimmen. Hierzu wird das Bild der
Objekimefplaite nach Bild22 um
einen Strichabstand von 0,01 mm aquf-
gespaltet (a;) und im mittleren Bereich
der Pupille (siehe Bild 23) der Abstand
zweier benachbarter Interferenzstrei-
fen (d,) gemessen. Die Messung er-
folgt in Bild 23 mit Hilfe einer Okuiar-
mefBplatte mit einem Strichabstand
von 0,4 mm und man erhalt fir
d,=0,84 mm. Zvur Steigerung der
MefBgenauigkeit kann aber auch ein
MeBschravbenokular verwendet wer-
den.
Aus (8a) ergibtsichdann

K’'=a, dg=0,01 mm -0,846 mm

=8,4 pm-mm

8,4
d
Man erhdlt die Elementbreite a in pm,
wenn man d in mm einsetzt, Da in
Bild 21 der Interferenzstreifenabstand
d=1,63 mm betrdgt, ergibtsichdaraus
eine Elementbreite von

= BA
=163

und a=

a =515um.
Bei mehrfacher Wiederholung der
gleichen Messung betragt die Streu-
breite 4 0,02 um.

a=5,1540,02 um
ist also auf diese Weise mit einem
Maximalfehler von 0,02 ym bestimmt
worden. Der sich durch Mittelwertbil-
dung ergebende wahrscheinliche Feh-
ler ist natirlich noch wesentlich kiei-
ner.

3.4. Anwendung zur Kontrastierung
SchijeBlich sei noch erwahnt, dafl inter-
ferenzmikroskopische Anordnungen
neverdings in verstdrkiem MaBe zur
Konirastierung von Phasenobjekien
eingesetzt werden. Fir diesen Zweck



wird bevorzugt das Shearing-Verfah-
ren mit differentieller Bildaufspaltung
verwendet, Soiche speziellen Inter-
ferenzkontrasteinrichtungen, mit denen
nur in sehr bzschranktem MaBe quan-
titative Untersuchungen durchgefiihrt
werden konnen, arbziten vorwiegend
nach dem Polarisationsprinzip. Im
Gegensatz dazu erlaubt die interpha-
ko-Anordnung im Avuf- oder Durch-
licht, neben den quantitativen Inter-
ferenzmessungen, die Durchfihrung
des tnferferenzkonirasts nach dem
Shearing-Verfahren mit differentielier
Bildaufspaltung und dem Interphako-
Verfahren, bzides im notirlichen
Licht.

Die Bilder 24 bis 27 zeigen Beispiele
der interferenzmikroskopischen Kon-
trastierung von Phasenobjekten,
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Bildunterschriften

Bild 1. Darstellung einer Sinuswelle

Bild 2. Interferenz zweier Wellen
mit verschiedenem Gang-
unterschied im Bereich von

. I8

0 bis 3

Bild 3. Entstehung von Interferenz-
streifen

Bild 4. Verschiebung der Infer-
ferenzsireifen durch ein
Phasenobjekt

Bild 5. Zur Deutung der Entstehung
von Phasendifferenzen bei
ebener und zur Objektwelle
paraileler Vergleichswelle

Bild 6. Zur Erlduterung der 2 Be-
dingung

Bild 7. a) Zur Deutung der Ent-

stehung von Phasendif-
ferenzen zwischen den
interferierenden Weilen beim

. Shearing-Verfahren mit

Bild 8.

Bild 9.

Bild 10.

Bild 11.

18

totaler Bildaufspaitung

b v. ¢) Zur Erlduterung der
differentieilen Bildavfspal-
tung

Mogliche ObjektgroBen in
Abhangigkeit vom I'-Wert
fir die Objektive der
Planachromatserie 160/0,17
Deformation der Vergleichs-
wellenfront in Abhdngigkeit
von der Objektphasendre-
hung und dem 1-Wert
Phasenstreifen im Shearing-
Verfahren mit totaler Bild-
aufspaifung

a) eines
der beiden auf groBte
Bilder Dunkelheit
b) Um- eingestellt
gebung

Halbschattenplatte mit
gerader Phasenkante

Bild 12.

Bild 13.

Bild 14.

Bild 15.

8ild 16,

Bild 17.

Bild 18.

Bild 19.

Bild 20.

Phasenstreifen von Bild 10
mit Holbschatienplatte

a) eines

der beiden

Teilbiider zur Halb-
b) Um- schatten-
gebung platte ab-
¢) das an- geglichen
dere Teilbild

Farbiges Interferenzstreifen-
system durch Phasenobjekt
ausgelenkt. M =550:1

Zur Messung kleiner
lateraler Grofen

a) Flachenelement der
Breite a

b) Bildaufspaitung um die
Breite a

¢} Das zu b) gehorige in
der Pupille sichtbare [nter-
ferenzstreifensysiem mit dem
Streifenabstand d
Schematische Darstellung
des Mikroskoprefrakto-
meters
Interferenzstreifenverlauf im
Mikroskoprefraktometer.

M =200fach

Definition und Bestimmung
der Rauhtiefe

Lackabzug eines vergolide-
ten Transistorensackels
nach Bild 24

a) in Luft bei Verwendung
von weiBem Licht

b) in Wosser eingebettet bei
Verwendung von mono-
chromatischem Licht

Zur Methade der teilweisen
Bedampfung eines Auflicht-
objekies

Fldchentransistor auf
Siliziumscheibe. M=160:1
a) chne Bildaufspaitung

b) Bildaufspaltung um die
Breite des kleinsten Fldchen-
elements

Bild 21.

Bild 22.

Bild 23.

Bild 24.

Bild 25.

Bild 26.

Bild 27.

Das zu Bild 20b gehdrige
Interferenzstreifensystem in
der Pupilte

Bild einer ObjekimefBplatie,
um einen Strichabstand =
0,01 mm aufgespaltet

Zu Bild 22 gehoriges Inter-
ferenzstreifensystem in der
Pupille

Oberfliche des Transisto-
rensockels von Bild 18 im
differentietlen Interferenz-
kontrast. M=2001
Atzfiguren in einem Kali-
alaunkristall im diff.
interferenzkontrast.
M=125:1

Kopf einer Milbe im diff.
Interferenzkonirast.
M=320:1

Darmquerschnitt eines
Bachneunavuges im finfer-
phako-Verfahren. M=200:1
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