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Przedmiotern wymalazku jest mikroskopowe
‘urzgdzenie amplitudowo-kontrastowe, stuzace do
obserwacji preparatéw pochlaniajgcych w pewnym
stopniu $§wiatlo,
i struktur w zabarwionych komoérkach i tkankach
biologicznych. )

Do chwili odkrycia i rqapowszechnienia si¢ mi-
kroskopu fazowo kontrastowego najbardziej sku-

- teczng, chociaz zawierajgcq powazne ograniczenia,
metoda badania mikroobiektéw przezroczystych
byla metoda sztucznego zabarwiania preparatéw.
Jeszcze dzi§ metoda ta stanowi jedng z podstawo-
wych metod mikroskopii, zwlaszacza w medycznych
laboratoriach amnalitycznych, jak réwniez w licz-
nych pracach badaweczych cyto i histochemicz-
nych.

W zabarwionych preparatach obok elementéw i
struktur dobrze barwigcych sie wystepujg szcze-
goly miernie i slabo zabarwione, niezbyt dobrze
widoczne w zwyklym mikroskopie w jasnym polu.
Szczegbly takie wprawdzie mogg by¢é lepiej uwi-
docznione w mikroskopie fazowo-kontrastowym, ale
réwnoczeénie zostalyby sfalszowane lub nawet za-
gubliione obrazy elementéw intensywniej zabarwio-
nych. Metoda kontrastu fazowego mie nadaje sie

bowiem do obserwacji mikroobiektéw w znacznym’

stopniu pochlaniajgcych swiatlo. Stwierdzono jed-
nak, Zze obraz przedmiotéw amplitudowo-fazowych
(tzn. pochlamiajacych w pewmnym stopniu $wiatto
i zmieniajgcych jego faze) moze byé w mikrosko-
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pie fazowo-kontrastowym dodatnim dosé wierny
i kontrastowy, jes§li przesuniecie fazowe $wiatla
bezpoéredniego (nieugietego na preparacie) bedzie
znacznie mniejsze od 90°. Powstala wiec mysl wy-
konywania do celé6w obserwacji przedmiotéw am-
plitudowych (tzn. pochlaniajgcych w pewnym
stopniu $wiatlo) urzadzen amalogicznych do typo-
wych urzadzen fazowo-kontrastowych, w ktérych
na miejscu plytki fazowej, na ogél wykonywanej
w postaci pier§cienia, znajdowalby sie pierScien
amplitudowy, ostabiajgcy w pewnym stopniu nate-
zenie $wiatla bezposredniego bez zadnej zmiany
jego fazy.

Znane sg préby wykonywania takich pier§cieni
przez naparowanie w prézni na odpowiedniej so-
czewce obiektywu mikroskopowego warstwy meta-
licznej. Warstwiar metaliczna oslabia jednak nate-
zenie przechodzacego przezen $wiatla w duzej mie-
rze na skutek odbijania sie od niej promieni
Swietlnych, ktére nastepnie, ulegajac wtérmym od-
biciom na powierzchniach elementéw optycznych,
stajg sie zrédiem szkodliwego $wiatla, tzw. dzikie-
go lub pasozytniczego, obnizajgcego w znacznym
stopniu kontrastowoéé obrazu mikroskopowego.

Celem wynalazku jest opracowanie konstrukcji
mikroskopowego urzgdzenia amplitudowo-kontras-
towego z pierscieniami amplitudowymi, kitére nie
mialyby powyaszych wad pierscieni metalicznych
i ktére oslabialyby natezenie przechodzacego prze-
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zen Swiatla wylacznie na skutek jego pochlania-
nia. :

Zgodnie z wytyczonym zadaniem powyzszy cel
osiggnieto dzieki zastosowaniu pier$cienia amplitu-
dowego, skladajacego sie z dwéch na siebie nalo-
zonych warstw: dielektrycznej, calkowicie przezro-
czystej i warstwy sadzy, zaklejonych miedzy dwie-
ma soczewkami obiektywu, przy czym wspélczyn-
nik zalamania kleiwa i wspdlczynnik zalamamia
warstwy dielektrycznej oraz jej grubosé¢ sg tak do-
brane, aby calkowicie skompensowane bylo ujem-
ne przesuni€cie fazowe warstwy sadzy. Sadze otrzy-
mywane np. ze =|palam.ia stearymy, nafty, ksylolu
1tp substancm RL! iemn idealnymi absorbentami
)etbp, mm}q Jedn duzy wspélczynnik zalamania
wyzej 2) i w ty!po@/ych srodowiskach optycznych

cdgo- mezéﬁ §\martl§a. gTo przesuniecie fazowe kom-
peinsuje sie..witaénie za pomocg warstwy dielek-
tryczne-] o wepblczynniku zalamania znacznie
mniejszym od wspolezynnika zalamania Srodowis-
ka (kleiwa) otaczajgcego pier§cien sadzowy.

Mikroskopowe urzadzenie amplitudowo-kontra-
stowe wedlug wynalazku oraz przykladowy sposéb
jego realizacji dokladnie wyjasniono na rysunku
na ktérym fig. 1 przedstawia schemat ukladu op-
tycznego urzadzenia, fig. 2 pierscien amplitudowy
w widoku z géry, fig. 3 pierscienn przyslony konden-
sorowej w widoku z gory, fig. 4 soczewke z nalo-
zong nan pomocniczg warstwa sadey, fig. 5 te samg
soczewke z wytoczonym w warstwie sadzy przei-
roczystm kanalikiem pierScieniowym, fig. 6 t3 sama
soczewke co poprzednio ale z naparowang w proéz-
ni warstwa dJeleku'yczna o odpowiedniej grubosci,
Iig, 7 ta samg soczewke co paprzednio z naparo-
‘wanym pierscieniem dielektrycznym, otrzymanym
‘W ‘wyniku usuniecia pomocniczej warstwy sadzy,
fig. 8 ta samg soczewke co poprzednio z naniesia-
na warstwg sadzy .o okréélonej przepuszczalnosci
$wiatla, fig. 9 ta samg soczewke co poprzednio ale
po ' usunigciu spoza pierscienia dielektrycznego
warstwy sadzowej, fig. 10 t3 samg soczewke co
poprzednio z wykonanym ostatecznie pierscieniem
amplitwdowym dielektryczno-sadzowym po zakle-
‘jeniu go druga soczewka, stanowigcych lacznie od-
powiednio wybrany zespé! soczewkowy obiektywu
mikroskopowego.

- Jak uwidoczniono na fig. 1 do 3 podstawowym
elementem urzadzenia amplitudowo-kontrastowego
wedlug wynalazku' jest pierSciefni amplitudowy A
wykonany z warstwy dielekitrycznej D i sadzowej
S zaklejonych za pomoca kleiwa optycznego B (na
przyklad balsamu kanadyjskiego) miedzy dwiema
soczewkami 1 i 2 odpowiedniego zespolu soczew-
.kowego obiektywu mikroskopowego Ob. Pierscien
amplitudowy A jest optycznie sprzezony z otwo-
rem pierscieniowym Sz przyslony aperturowej P
kondensora K, tan. obraz otworu Sz po przejsSciu
swiatla przez kondensor K i obserwowamy pre-
parat tworzy si¢ w obiektywie Ob na pierscieniu
amplitudowym A. )

Najkorzystniej jest aby pierscien amplitudowy
A majdowal si¢ w plaszczymie ogmiskowej obra-
zowej obiektywu Ob, wéwczas pierScieniowy ot-
wor Sz przyslony kondensorowej P powinien sie
znajdowaé w plaszczyznie ogniskowej przedmioto-
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wej kondensora K. Nie jest to jednak warumek
konieczny, piersciei amplitudowy A moze si¢ znaj-
dowaé¢ w innym miejscu mikroskopu byle tylko w
plaszczyZnie sprzezonej w stosunku do plaszczyzny
piericieniowej przystony P. Pierscien A niekoniecz-
nie musi sie znajdowaé miedzy soczewkami obiek-
tywu mdze on byé zaklejony réwniez miedzy dwie-
ma plasko-ré6wnoleglymi plytkami szklanymi.
Swiatlo przechodzac przez preparat umieszczony
w plaszczyznie przedmiotowej II obiektywu Ob
ulega na nim ugieciu, tworzac swiatto dyfrakcyjne.
Swiatlo to wpadajac do obiektywu Ob w przewaza.
jacej mierze przechodzi poza pierscieniem ampli-
tudowym A podczas gdy przez pierscien ten prze-
chodzi tylko $wiatlo nieugiete na preparacie, zwa-
ne §wiatlem bezposrednim. Natezenie tego $wiatla
jest oslabione przez pierscien amplitudowy w 75—
80% (jest to optymalna absorpcja pier$cienia am-
plitudowego).

Obydwa rodzaje swiatla, tzn. dyﬁ"a.kcy]me i bez-

, posredmg (o zmniejszonym przez pierscien amplitu-

dowy A natezeniu) nakladajg sie w plaszczyznie
obrazowej obiektywu, dajac kontrastowy obraz
preparatu, ktéry ohserwuje si¢ za pomocs okulara
Ok, podobnie jak w zwyklym mikroskopie.

Jak juz poprzednio wspomniano, sadze otrzymy-
wane ze spalenia stearyny, nafty i innych sub-
stancji maja duzy wspdélczynnik zatamania (ponad
2). Warstwa sadzy S (fig. 1) o absorpcji kilkudzie-
sieciu procent bedzie wywolywala zatem ujemne
przesunigeaie fazy przechodzacego przezen $wiatla.
To ujemmne przesunigcie fazowe moze byé jednak
skompensowane przez nalozenie pod warstwe sa-
dzy S podkladu substancji dielektrycznej D o
wspélezynniku zalamania znacznie mniejszym od

:wspélaysmnika zalamania kleiwa B, ktérym pier-
§ciel amplitudowy zakleja sie¢ miedzy dwiema so-

czewkami (lub plytkami) 1 i 2.

Przykladowo wedlug wynalazku pierscien amph-
tudowy A mozna wykonaé stosujgc nastepujace
substancje:

— sadze (S) z plomienia stearynowego, jako mate-
rial pochlaniajacy swiatlo,

kriolit (D) jako material dielektryczny (przezro-
czysty) do kompensacji ujemnego przesuniecia
fazowego warstwy sadzy, '
balsam kanadyjski (B), jako kleiwo zabezpiecza-
jace w sposéb trwaly pierscien amplitudowy
miedzy dwiema soczewkami obiektywu.
Ogdlnie warstwa sadzy stearynowej S o prze-
puszezalnodei dwiatta T w Srodowisku balsamu ka-
nadyjskiego B wywoluje przesuniecie fazowe p fa-
li $wietlnej, okre§lone nastepujacym wzorem

log T
: k
gdzie 6 — réznica drogi opiycanej, ng — Wspol-
czynnik zalamania balsmu, ns wipoliczynnik
zalamania warstwy sadzy, k — wspélczynnik ab-
sonpcji sadxy.
Miedzy réamica drogi optyommej 4 i przesunieciem

fazowym istnieje zwigzek: ¢ = 3'-6, gdzie A jest

—2,3 (b — ns)

.dlu-aoacla fali Swietlnej. Wspélczynnik zalamania

i absorpcji sadzy z plomienia stearynowego wymo-
sz3: ns = 2,32; k = 2,01 x 105 cm-l. I tak na przy-
klad dla pier§cienia amplitudowego o przepuszczal-
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nosci $wiatla T = 02 (tzn. 20%) rézmica drogi
optycznej § warstwy sadzowej S wzgledem $rodo-
wiska balsamu kanadyjskiego B o wspélczynniku
zalamania ng = 1,53 bedzie wynosié § = 0,633 x
105 ¢m (znak ”—” wskiazuje na ujemne przesunie-
cie fazowe).

Dila skompensowania tej roézmicy drogi optycznej
potrzebna jest warstwa kriolitu D o grubosci:

4
t =
np — Np
gdzie np jest wspéliczynnikiem zalamania kriolitu.
Przyjmujgc warto$é wspélezynnika np = 1,32,

otrzymuje sie¢ grubosé t = 0,3 u. Zatem warstwa
kriolitu D o grubosci t = 0,3 « kompensuje ujem-
ne przesunigcie warstwy sadzy S o przepuszczal-
noSci §wiatla T = 0,2 (przy zaklejeniu pierscienia
amplitudowego balsamem kanadyjskim o wsp6i-
czynniku zalamanija ng = 1,53).

Spos6éb przykladowego wykonania pierscienia
amplitudowego przedstawiono na fig. 4—10. Na kile-
jonej powierzchni soczewki 1 nanosi sie w znany
spos6b wedlug patentu nr 47845 pomocniczg war-
stwe sadzy PS (fig. 4), kilkakrotnie przesuwajac
soczewke przez plomien lampki stearynowej. Na-
stepnie warstwe sadzy SP utrwala sie, zwiiiaja,-c
ja alkoholem. Po odparowaniu alkoholu, w war-
stwie sadzy wycina sie w zmany sposéb wedlug
patentu 47845 pierscieniowy kamalik PK (fig. 5)
o wymiarach pier§cienia amplitudowego. Z kolei
na powierzchnie soczewki z wytoczonym pierscie-
niowym kanalikiem naparowywuje sie w prozni
warnstwe kriolitu D (fig. 6) o odpowiedniej gru-
bosci. Po naparowaniu kriolitu pomocnicza war-
stwe sadzy PS wraz z osadzonymi na niej parami
dielektryku $ciera sie watg i ewentualnie przemy-
wa powierzchnie soczewki eterem. W rezultacie
otrzymuje sie na soczewce pierscien dielektryczny
D (fig. 7). Nastepnie na powierzchnie soczewki z
naparowanym pierScieniem dielektrycznym naklada
sie W analogiczny spos6éb jak poprzednio zasadni-
czg warstwe sadzy stearynowej S (fig. 8), o zgdanej
przepuszczalnos§ci $wiatla, ktérg utrwala sie, zwil-
zajac ja tym razem eterem. Postgpuje si¢ przy tym
podobnie jak poprzednio przy utrwalaniu warstwy
pomocniczej PS alkoholem. Nastepnie wytacza sie
sadze z obszaréw poza pierscieniem dielektrycznym
D, stosujgc to samo znane z patentu nr 47845 urza-
dzenie co przy wytaczaniu przezroczystego kanalika
PK (fig. 5). W rezultacie na soczewce otrzymuje sie
pierscien amplitudowy A (fig. 9), dielektryczno-sa-
dzowy, ktory ostatecznie zakleja sie za pomoca bal-
samu kanadyjskiego B druga soczewka 2 (fig. 10),
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stanowigcg lacznie z poprzednia 1 odpowiednio
wybrany zespél soczewkowy obiektywu mikrosko-
powego Ob (fig. 1).

Mikroskop wyposazony w urnzadzenie amplitu-
dowo-kontrastowe wedlug wynalazku szczegdlnie
dobrze nadaje sie do obserwacji preparatéw po-
chlaniajacych w pewnym stopniu $wiatlo, zwlasz-
cza drobnych szczegélow i struktur w zabarwio-
nych komoérkach i tkankach biologicznych, odzna-
czajac sie przy tym w stosunku do zwyklego mi-
kroskopu wiegksza zdolno$cig rozdzielcza, wiekszym
kontrastem obrazu oraz wiekszg wyrazistoscia
obrazéw drobnych szczegéléw wystepujacych obok
lub na tle wiekszych mikroobiektoéw. Ponadto pole
widzenia mikroskopu ma przyjemne dla oka bru-
natnawo-zlote zabarwienie.

W odmianie urzadzenia wedlug wynalazku pier-
$cien amplitudowy i odpowiednio aperturowa przy-
stona pier§cieniowa kondensora zastgpiony jest
dwoma lub wiekszg liczbg pier§cieni amplitudo-
wych i pierScieniowych przyslon kondensorowych.
Pierscien amplitudowy moze byé¢ wykonany w po-
staci plytki amplitudowej i sprzezonej z nig przy-
stony kondensorowej w ksztalcie krazka, prosto-
kgta itp.

Urzagdzemie to znajduje zastosowanie nie tylko
do badan mikroskopowych w $wietle przechodza-
cym, lecz réwniez do badan w $wietle odbitym.

Zastrzezenia patentowe

1. Mikroskopowe urzgdzenie amplitudowo-komn-
trastowe, z pierscieniem amplitudowym w obiek-
tywie, umieszczonym w plaszczyznie sprzezonej
wzgledem pierScieniowej przyslony aperturowej
kondensora, stosowane do badan mikroskopowych
w $wietle przechodzacym jak i odbitym, znamien-
ne tym, ze jego pierscien amplitudowy (A) dielek-
tryczno-sadzowy, skiada sie z. warstwy sadzy (S)
pochlaniajacej w pewnym stopniu $wiatlo oraz z
warstwy dielektrycznej (D) kompensujgcej ujemne
przesunigcie fazowe warstwy sadzowej, przy czym
obydwie warstwy stanowigce piersciei amplitudo-
wy zaklejone sg miedzy dwiema soczewkami (1 i
?) obiektywu (Ob) lub miedzy dwiema plaskoréw-
noleglymi plytkami umieszczonymi w dowolnej
plaszczyzmie mikroskopu sprzezonej z plaszczyzng
przystony aperturowej kondensora.

2. Odmiana urzadzenia wedlug zastrz. 1 znamien-
na tym, ze jest wyposazona w zespdl pierscieni
amplitudowych i sprzezonych z nimi pierscienio-
wych przyston kondensorowych."
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