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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
und die zugehérigen Einrichtungen zur Erzeugung
eines Phasenkontrastes inshesondere bei der Ab-
bildung mikroskopischer Objekte.

Man kennt zwei Methoden, um unter Phasen-
kontrast zu beobachten; die eine ist in der deutschen
Patentschrift 636 168 und in dem Aufsatz von
F. Zernike, »Physica I«, (1934), S. 689 bis 704
dargestellt, die andere in »Journal of the Optical
Society of America 37« (1947), S. 726 bis 730 von
H. Osterberg beschrieben. Es ist aulerdem aus
der Technik der Schlierenverfahren bekannt, das
Beugungsbild einer punktférmigen oder nahezu
punktférmigen Lichtquelle teilweise durch eine
Schneide abzublenden, um auf diese Weise Inhomo-
genititen eines Objekts oder Unebenheiten einer
Spiegelfliche sichtbar zu machen (vgl. auch den
obengenannten Aufsatz von Zernike).

Bei der erstgenannten Methode wird in der Aus-

trittspupille eines jeden zur Verwendung kommen-
den Objektivs eine Phasenplatte angebracht, die mit
einer ringformigen, die Phase verindernden Schicht
versehen ist und nach Lage und Breite zu einer
ebenfalls ringférmigen, im Kondensor des Mikro-
skops befindlichen Offnungsblende konjugiert ist. Die
Phasenplatte hat den Zweck, den Phasenunterschied
zwischen den beleuchtenden und den im Objekt ab-
gebeugten Strahlen zu verindern.

Bei der zweiten Methode, die unter dem Namen
Polanretverfahren bekanntgeworden ist, wird der
Phasenunterschied durch polarisierende Hilfsmittel
crzeugt.

Durch eine besondere Ausbildung der Phasen-
platte bzw. der polarisierenden Hilfsmittel kann
man auBler der Phaseninderung noch eine Licht-
schwichung der beleuchtenden Strahlenbiindel in der
Austrittspupille des Objektivs herbeifithren.

Durch den Eingriff, z. B. durch die Phasenplatte
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nach Zernike oder die Platte nach Osterberg
wird bekanntlich die nicht absorbierende Struktur
des Objekts als Phasenkontrastbild sichtbar ge-
macht.

Nach dem erfindungsgemifien Verfahren wird
dieser Erfolg erreicht ohne die erwahnten Hilfs-
mittel. Es hat ferner den Vorteil, da man durch
einfaches Hoch- und Tiefstellen des Kondensors
von der gewdhnlichen Hellfeldbeobachtung zur
Phasenkontrastbeobachtung und dann zur Dunkel-
feldbeobachtung iibergehen kann, so daf§ die drei
Beobachtungsarten unter stindiger Fixierung des
Objektes ausgeiibt werden kénnen. Auch entfillt bei
Auswechslung des Objektivs das bei Verwendung
einer Phasenplatte erforderliche Auswechseln der
Kondensorblende und deren Zentrierung; es geniigt
vielmehr, den Kondensor der Hohe nach einzu-
stellen.

Das Beobachtungsverfahren nach der Erfindung
besteht darin, daB man in der Austrittspupille eines
das Objekt abbildenden Objektivs ein durch Diffrak-
tion an der engsten Strahlenbegrenzung deutlich
verbreitertes Beugungsbild einer schmalen, ring-
formigen Beleuchtungsbasis erzeugt und die das-
selbe aufbauenden Lichtwellen zur Bildung des
Phasenkontrastbildes mit Hilfe von solchen Ein-
richtungen beeinfluBt, die in iiblichen Abbildungs-
systemen bereits vorkommen. Die Forderung, daf
die Breite des Ringbildes in der Austrittspupille im
wesentlichen durch die Diffraktion bestimmt ist,
setzt voraus, daB erstens die Beleuchtungsbasis ge-
niigend schmal ist und daB zweitens die geometri-
schen Aberrationen bei der Abbildung der Beleuch-
tungsbasis in die Austrittspupille geniigend klein
sind.

Die zur Beeinflussung erforderlichen Mittel be-
stehen entweder in einer ringférmigen und zentrier-
ten teilweisen Abblendung des durch die Beugung
verbreiterten Bildes der Beleuchtungsbasis oder in
der Anderung seiner Phase in der Weise, daB das
Beugungsbild auf diejenige Zone der Austritts-
pupille des Objektivs gebracht wird, welche die ge-
wiinschte Phasenverzogerung bewirkt. Man kann
auch bei Verwendung eines Mikroskopobjektivs mit
Korrektionsfassung die Wellenfliche so verandern,
daB in der benutzten Zone infolge der Aberrationen
die erforderliche Phasenbeeinflussung entsteht.

Zur Schaffung einer schmalen, ringférmigen Be-
leuchtungsbasis bedient man sich entweder eines
ringférmigen Glithfadens oder beispielsweise eines
Kondensors, der unten niher beschrieben ist. Man
kann auch den in der amerikanischen Patentschrift
2 130 494 beschriebenen Auflichtkondensor verwen-
den, falls man ihn als Durchlichtkondensor unter-
halb des Objekts anordnet. Bei diesem bekannten
Kondensor sind die reflektierenden Flachen so ge-
kriimmt, daB sie in seiner Austrittsfliche ein ein-
fallendes paralleles Lichtbiindel zu einer ringférmi-
gen Brennlinie konzentrieren, wihrend bei sonst
bekannten Dunkelfeldkondensoren das Lichtbiindel
im Objekt konzentriert wird.

Fiir den Fall der Anwendung von Immersions-
objektiven wird zwischen den Kondensor und den
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Objekttriger eine plankonvexe Sammellinse ein-
gefiigt, deren plane Seite mit dem Objekttrager
durch eine Immersionsfliissigkeit verbunden wird.
Diese Zwischenlinse darf an der Hoheneinstellung
des Kondensors nicht teilnehmen.

In dem Aufsatz in der »Zeitschrift fiir Tech-
nische Physike, 16, S. 454 bis 457 (1935) hat Zer-
nike ausgefiihrt, daff das Schneidenverfahren Bilder
ergibt, die der Struktur des beobachteten Objekts
unihnlich sind. DaB durch die ringférmige Schnei-
denanordnung nicht bestimmte Richtungen im Bild
ausgezeichnet sind wie bei dem punktformigen
Schneidenverfahren, folgt aus der Rotations-
symmetrie der Anordnung. Dariiber hinaus enthalt
aber die Erfindung die neue Lrkenntnis, da bei
Verwendung der ringférmigen Schneidenanordnung
die Hell-Dunkel-Verteilung im Bild diejenige eines
Phasenkontrastbildes ist. Der Phasenkontrast ist
positiv oder negativ, je nachdem das Beugungsbild
der Beleuchtungsbasis von innen oder von auflen
abgeblendet wird.

In der Zeichnung sind zur Ausiibung des erfin-
dungsgemiBen Verfahrens geeignete Einrichtungen
beispielsweise dargestellt, und zwar zeigt

Fig. 1 ein Mikroskop mit der erfindungsgemafen
Einrichtung, teilweise im Schnitt, den Tubus unter-
brochen,

Fig. 2 bis 6 den Kondensor aus Fig. 1 in ver-
schiedenen Gebrauchsstellungen.

Das Mikroskop iiblicher Bauart besteht aus dem
nur teilweise gezeigten IFufl 1, dem ebenfalls nur
teilweise gezeigten Oberteil 2 mit Scharfstellvor-
richtung 3, Tubus 4, Objekttisch 5 und Beleuch-
tungsapparat 6. Letzterer kann insgesamt mittels
Zahntrieb 7, 8 in der Hohe eingestellt werden. Uber
dem Spiegel g ist die aus der Kollektorlinse 10 und
dem Kondensor 11 bestehende Beleuchtungsoptik
angeordnet. Der Kondensor 11 ist in seiner Fas-
sung 12 mittels Zahntrieb 13, 13% gegeniiber der
Kollektorlinse 10 in Richtung der optischen Achse
verstellbar. Der Kondensor 11 kannauBerdem durch
die in Fig. 1a dargestellte Linse 11% erginzt werden,
wie in Fig. 3 zu sehen. Auf dem Tisch 5 befindet
sich der Objekttriger 15 und dariiber im Arbeits-
abstand von den am Revolver 16 sitzenden ODb-
jektiven 17 und 18 das Objektiv 17. Am oberen
Ende des Tubus 4 ist das Okular 19 eingeschoben.
Das Objektiv 17 besteht im wesentlichen aus drei
Linsengruppen 179, 17%, 17¢ und der in der hinteren
Brennebene liegenden Austrittspupille 174, Mit 17¢
ist eine Blende bezeichnet.

Die fiir die Aufhellung des Objekts 15 bestimmten
Beleuchtungsstrahlen werden tiber den Spiegel g der
Kollektorlinse 10 zugefithrt, die dieselben leicht
konvergierend zum Kondensor 11 weiterleitet. Die
aus dem Kondensor austretenden Strahlen hellen
dann das Objekt 15 auf, das durch Objektiv 17 und
Okular 19 abgebildet wird.

In den Fig. 2 bis 6 ist der Kondensor 11 in ver-
schiedenen Anwendungen dargestellt, und zwar in
den Fig. 2, 4, 6 mit demselben Objektiv 17, das eine
mittlere Brennweite haben moge, in der Fig. 3 mit
einem kurzbrennweitigen Immersionsobjektiv und
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in der Fig. 5 mit cinem schwachen, langbrennweiti-
gen Objektiv 18. Diese drei Objektive sind jeweils
nur durch ihre Frontlinse 17%, 25% und 18¢ ange-
deutet, weil der Objektivaufbau an sich bekannt,
und die Lage des Beugungsbildes der Basis zur
Austrittspupille eines jeden Objektivs der Dar-
stellung in Fig. 1 analog ist.

Der Kondensor 11 ist dem Aufbau nach ein be-
kannter Dunkelfeldkondensor. Seine Abmessungen
sind jedoch kleiner als die der meist gebriauchlichen
Kondensoren, so daf seine ringférmige Austritts-
fliche 21 vollstindig in der Austrittspupille des Ob-
jektivs abgebildet wird, wenn der Kondensor sich
in der Stellung ([Fig. 4) fiir Phasenkontrast befindet.

Wenn in der Eintrittsfliiche 20 des Kondensors
ein Gemisch von Strahlen verschiedener Richtungen
eintritt, so wird ein Teil dieser Strahlen zuriick-
reflektiert oder absorbiert, die anderen Strahlen ver-
lassen den Kondensor in zwei voneinander getrenn-
ten DBiindeln, deren eines, das in Fig. 2 mit 22
bezeichnet ist, zur Dunkelfeldbeleuchtung dient,
withrend das Biindel 23 je nach der Héhenstellung
des Kondensors zur Phasenkontrastbeleuchtung oder
zur ITellfeldbeleuchtung dient.

In Fig. 2 ist dargestellt, daB das zur Dunkelfeld-
beleuchtung dienende Biindel 22 innerhalb des Kon-
densors zweimal reflektiert und im Objekt 15
konzentriert wird. Die Fig. 3 bis 6 zeigen, daB das
andere Biindel 23 durch dreimalige Reflexion ent-
steht und in der ringférmigen Beleuchtungsbasis
konzentriert wird. Dieses Biindel verliBt den Kon-
densor in allen Ho6henlagen des Kondensors diver-
gent und in demselben Offnungswinkel. Damit dieses
Biindel voll zur Wirkung kommt, sind, wie in den
Figuren durch dickere Linien dargestellt, die
IFlichen an den das zweite Biindel reflektierenden
Stellen verspiegelt mit Ausnahme der Eintritts-
fliche zo.

In der dem Objekt 15 nahen Stellung des Kon-
densors 11, entsprechend der Fig. 2, kommt nur das
Strahlenbiindel 22 zur Wirkung, so daB das Ob-
jekt 15 im Dunkelfeld gesehen wird. Senkt man nun
den Kondensor 11 durch Drehen am Trieb 13 etwa
in die Stellung nach Fig. 4 ab, so wird das Objekt 15
von dem Biischel 23 beleuchtet, aus dem die Front-
linse 179 den Bereich 23% aufnimmt, der in der Figur
schraffiert ist. Es ist dies das Biischel, das in der
Austrittspupille 179 des Objektivs 17 das Bild der
Beleuchtungsbasis 24 in der zur Erzeugung des
Phasenkontrastes richtigen Lage entwirft.

Senkt man den Kondensor 11 noch weiter ab, und
zwar in die Stellung der Fig. 6, so wird ein anderer
Bereich 23% des Biischels 23 von der Frontlinse 17¢
aufgenommen, wodurch das Bild der Basis vom
Rand der Austrittspupille 179 nach innen wegriickt,
so daf} ein reines Hellfeldbild entsteht.

In der Fig.3 wird gezeigt, daB das Phasen-
kontrastverfahren mit dem gleichen Kondensor 11
auch bei Immersionsobjektiven ausgeiibt werden
kann, wenn man die Linse 112 vorschaltet und diese
mit dem Objekttriger 14 durch eine Immersions-
fliissigkeit verbindet. Der Kondensor 11 mu8 dann
gegeniiber der Stellung in Fig. 4 angehoben werden.
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Aus dem gesamten Biischel wird der Bereich 23¢
von der Frontlinse 25% aufgenommen, wodurch dann
ebenfalls das Bild der Basis 24 in der richtigen Lage
zur Austrittspupille dieses Objektivs hervorge-
rufen wird.

SchlieBlich zeigt die Fig. 5, daB nach Einschalten
des schwach vergr6fernden Objektivs 18 der Kon-
densor 11 sehr stark abgesenkt werden mu8, um das
Bild der Basis in die richtige Lage zur Austritts-
pupille des Objektivs 18 zu bringen. Von der Front-
linse wird dann der Bereich 23¢ aufgenommen.

Durch entsprechende Héheneinstellung des Kon-
densors 11 kénnen auch mit den Objektiven der
Fig. 3 und 5 Dunkelfeld- und reine Hellfeldbe-
obachtungen vorgenommen werden. Lediglich zur
Ubersichtlichkeit der Darstellung sind die ent-
sprechenden Einstellungen des Kondensors nicht
abgebildet.

PATENTANSPRUCHE:

1. Optisches Beobachtungsverfahren mit Pha-
senkontrast insbesondere fiir mikroskopische
Beobachtungen, dadurch gekennzeichnet, daf
man in der Austrittspupille eines das Objekt ab-
bildenden Objektivs ein durch Diffraktion an
der engsten Strahlenbegrenzung deutlich ver-
breitertes Beugungsbild einer hierzu geniigend
schmalen ringférmigen Beleuchtungsbasis er-
zeugt und die dasselbe aufbauenden Lichtwellen
zur Bildung des Phasenkontrastbildes mit sol-
chen Einrichtungen beeinfluBt, die in gewdhn-
lichen, fiir Phasenkontrast nicht vorgesehenen
Mikroskopen vorkommen, wie z. B. mit einer
Aperturblende oder einer Korrektionsfassung.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daB man auf die seitliche Aus-
dehnung dieses Bildes durch eine ringférmige,
teilweise Abblendung einwirkt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die Zone des Objektivs, in der
das Bild der Beleuchtungsbasis liegt, mit an sich
bekannten Mitteln in ihrem Korrektionszustand
relativ zu den anderen Zonen des Objektivs der-
art beeinfluit wird, daB die Verbiegung der
Wellenfliche in der Zone des Bildes der Basis
sich gegeniiber der mittleren Verbiegung in den
anderen Zonen um einen fiir den Phasenkontrast
geeigneten Wert unterscheidet.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daB auf das Bild der Beleuchtungs-
basis gleichzeitig mit den Mitteln nach An-
spruch 2 und 3 eingewirkt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB durch eine
Verschiebung des Kondensors lings der Mikro-
skopachse das Bild der Beleuchtungsbasis auf
diejenige Zone des Objektivs gebracht wird,
welche die jeweils gewiinschte Phasenverzo-
gerung bewirkt. .

6. Einrichtung zur Ausiibung des Verfahrens

65

70

75

8o

85

go

95

100

105

110

115

1320

125




10

15

20

25

30

821 128

nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daB das Objektiv in seiner Austrittspupille
mit einer Irisblende ausgestattet ist.

7. Einrichtung zur Ausiibung des Verfahrens
nach Anspruch 2 oder 4, dadurch gekennzeich-
net, daB das Objektiv in seiner Austrittspupille
eine feste Ringblende besitzt, die eine Zone des
Objektivs abdeckt.

8. Einrichtung nach den Anspriichen 6 und 7,
dadurch gekennzeichnet, dafl bei Verwendung
eines Objektivs, dessen eine Zone durch eine
feste Ringblende in der Austrittspupille abge-
blendet wird, in der Austrittspupille zugleich
eine Irisblende angeordnet ist.

9. Einrichtung zur Ausiibung des Verfahrens
nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da
das Objektiv mit einer sogenannten Korrek-
tionsfassung ausgestattet ist, welche den er-
forderlichen Korrektionszustand des Objektivs
herbeizufiithren gestattet.

10. Einrichtung nach einem der Anspriiche 1
bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Intensitat
des Bildes der Beleuchtungsbasis durch absor-
bierende Mittel beeinfluBt ist.

11. Einrichtung zur Ausiibung des Verfahrens
nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, daB ein Kondensor verwendet ist,
der mindestens eine reflektierende Rotations-
fliche und eine Strahleneintrittsfliche aufweist,
die in den Kondensor eintretende Strahlen der-
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art reflektieren, daB sic aus einer schmalen,
ringformigen Beleuchtungsbasis heraus dem
Objekt und dem Objektiv zugefiihrt werden.

12. Kombination des Verfahrens nach einem
der Anspriiche 1 bis 5 mit bekannten Mikro-
skopierverfahren, dadurch gekennzeichnet, dall
der Kondensor in Richtung der Mikroskopachse
in einem solchen Umfange verschoben wird, daB
bei Entfernung des Kondensors vom Objekt eine
Beobachtung des Objekts nacheinander im
Dunkelfeld, dann im Phasenkontrast und schlie3-
lich im Hellfeld erfolgt.

13. Einrichtung zur Ausiibung des Verfahrens
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 und 12 unter
Benutzung der Einrichtungen nach einem der
Anspriiche 6 bis 11 in Verbindung mit einem
Immersionsobjektiv, dadurch gekennzeichnet,
daB zwischen dem Kondensor und dem Objekt-
trager eine Linse einschaltbar ist, die mit dem
Objekttrager durch eine Immersionsfliissigkeit
verbunden wird und an der Verschiebung des
Kondensors gemifi Anspruch 5 oder 12 nicht
teilnimmt.

14. Einrichtung zur Ausitbung des Verfahrens
nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 12 und 13,
dadurch gekennzeichnet, dafl zwischen Kon-
densor und Lichtquelle eine Kollektorlinse ein-
geschaltet ist, die dem Kondensor die beleuch-
tenden Strahlen der erforderlichen Neigung
zufiihrt.
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