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Przyslona aperturowa kondensora do urzadzenh mikroskopowych
do obserwacji fluorescencyjnej i fazowo-kontrastowej

1

Przedmiotem wynalazku jest przystona aperturo-
‘wa kondensora do mikroskopowych urzgdzeri umo-
zliwiajgca obserwacje preparatéw badZz to tylko w
Swietle fluorescencyjnym, badZ tez tylko w kontras-
cie fazowym albo réwnoczeénie w $wietle fluores-
cencyjnym i kontrascie fazowym oraz pozwalajgca
na szybkie przechodzenie od fluorescencyjnej obser-
‘wacji mikroskopowej do fazowo-konirastowej i na
-odwrot.

Obecnie stosowane sg dwie metody réwnoczes-
‘nego obserwowania preparatéw mikroskopowych w
$wietle fluorescencyjnym i w kontrascie fazowym.
Pierwsza z nich polega na dwustronnym o$wietle-
niu preparatu. Z jednej strony kieruje sie na pre-
Pparat przez obiektyw swiatlo krétkofalowe (niebies-
ko-fioletowe lub ultrafioletowe) pobudzajace fluo-
rescencje, a z drugiej strony przez kondensor fazo-
wo-kontrastowy — $wiatlo biale lub monochroma-
tyczne dlugofalowe (na przyklad zielone) shluzace

-do obserwacji w kontrascie fazowym.

" Druga metoda polega na stosowaniu o$wietlenia
jednostronnego przez kondensor, w ktoérym zasto-
‘sowana jest odpowiednia przystona pierScieniowa,
przezroczysta dla §wiatla bialego tylko w obszarze
‘wgskiego pierscienia, optycznie sprzezonego z piers-
cieniem fazowym w obiektywie, natomiast dla §wia-
tta krotkofalowego przezroczysta na catym swym
obszarze w obrebie petnego otworu kondensora.

Przystony te dotychczas wykonywane sa ze szkla
.ciemnego, przepuszczajacego tylko §wiatto fioletowe
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lub ultrafioletowe, albo tez z filtr6w polaryzacyj-
nych o wysokim stopniu polaryzacji dla $§wiatla
z6Hto-zielonego, a znikomo malym stopniu polary-
zacji dla $wiatla krétkofalowego. Pierwszego ro-
dzaju przystona wymaga stosowania specjalnego
szkla ciemnego nielatwo dostepnego, za§ w przy-
padku drugiego rodzaju przystony preparat przy
obserwacji fazowo-kontrastowej jest oSwietlony
Swiatlem spolaryzowanym liniowo, co niekiedy jest
niepozadane. Poza tym wykonawstwo tych przyslon
jest dos¢ klopotliwe i kosztowne.

Postawiono sobie zatem za cel zrealizowanie urza-
dzenia fluorescencyjnego sprzezonego z kontrastem
fazowym, ktére nie posiadaloby wyzej wymienio--
nych wad i zezwalato na obserwacje w $wietle fluo-
rescencyjnym i w kontrascie fazowym przez sto-
sowanie badZz to jednego Zrédla $wiatla zawieraja-
cego zarébwno promieniowanie krétkofalowe jak i
dlugofalowe oraz réwnoczeénie dwich Zrédel Swia-
tta, krétkofalowego do obserwacji fluorescencyjnej
i diugofalowego do obserwacji fazowo-kontrastowej.

Cel ten osiggnieto dzieki zastosowaniu w kon-
densorze przysiony aperturowej, wykonanej w po-
staci dwuskladnikowego filtru interferencyjnego:
jednego o ksztalcie pier§cienia przepuszczajgcego
$§wiatlo dlugofalowe a nie przepuszczajgcego Swiatla
krotkofalowego (niebieskofioletowego lub ultrafio-
letowego) i sluzacego do obserwacji fazowo-kon-
trastowej oraz drugiego filtru zlgczonego z poprzed-
nim i wypelniajacego pozostale pola otworu kon-



3 . .
densora oraz przepuszczajgcego $wiatlo krétkofa-
lowe, wywolujace fluorescencje, albo tez filtru in-
terferencyjnego przepuszczajgcego promieniowanie
krétkofalowe w calym polu i zawierajgcego calko-
wicie przezroczysty piericiefl przepuszczajacy wszy-
stkie qlugodci fal wietlnych.

Przedmiot wynalazku w przykladowynr wykona-
niu urzgdzenia przeznaczonego do réwnoczesnej lub
rozlgcznej obserwacji w $wietle fluorescencyjnym,
pobudzanym $wiatlem niebiesko-fioletowym i ultra-
fioletowym oraz w kontracie fazowym w $Swietle
zieldnym lub innym diugofalowym pokazano na ry-
sunkach, na ktérych fig. 1 — przedstawia plytke
szklang pokryta pomocnicm warstwa sadzy, fig. 2
przedstawia te sama plytke pokryta sadza z wyto-
czonym pierécieniem przezroczystym, fig. 3 — ptyt-
ke pokrytq warstwa z wytoczonym lpierﬁciemem iz
naparowanymi -warstwami interferencyjnymi. fig.
4— plytke szklang 2 pieréc1eniem interferencyjnym,
fig 5 — plytke szklang z pomocniczg warstwg sa-
dzy, fig. 6 — plytke szklang z pier§cieniem sadzo-
wym fig. 7 — plytke szklang z pier§cieniem sadzo-
wym z naparowanymi warstwami interferencyjny-
mi, fig. 8 — ptytke szklang z warstwami interferen-
cyjnymi i przezroczystym pierfcieniem, fig. 9 —
dwuskladnikowg pier§cieniowg przystone interfe-
rencyjng. fig. 10 — przyslone przedstawiong na fig.
9 w widoku z gory, fig. 11 — schemat urzadzenia
fluorescencyjnego z zastosowaniem pier§cieniowej
przyslony interferencyjnej przedstawwneJ na fig.
91 10.

Na rysunkach przedstawiajacych sposéb wykona-
nia pier§cieniowej przyslony interferencyjnej we-
dilug wynalazku A i B — oznaczajg plytki szklane

(lub kwarcowe) S — pomocnicza warstwe sadzy, P,’

— pier§cieniowy kanalik wytoczony w warstwie sa-
dzy, P2 — pomocniczy pieréciefi .z sadzy, M;, M,,
M; i M; — warstwy metaliczne (na przyklad srebro-
we) naparowane w prézni, D, i D, — warstwy di-
elektryczne (na przyklad z fluorku magnezu) réw-
niez naparowane w prézni, Z — piericieniowy filtr
interferencyjny przepuszczajgecy §wiatto zielone, lub
inne dlugofalowe, F — filtr interferencyjny prze-
puszczajacy $Swiatlo fipletowe lub ultrafioletowe,
C — kleiwo optyczne, za pomocg ktérego sklejone
sg piytki szklane A i B z wykonanymi na nich fil-
trami interferencyjnymi F i Z.

. Kolejno&¢ postepowania prowadzqca do wykona-
-nia pierScieniowej przyslony interferencyjnej, w
ktérej filtr pierScieniowy przepuszcza na przykiad
$wiatlo o dlugosci fali Ay = 546 nm a filtr F éwiatlo
fioletowe o dtugoéci fali A, = 405 nm jest nastepu-
jaca. Na starannie oczyszczonej plytce szklanej A
(Fig. 1) nanosi sie znanym sposobem pomocniczg
warstwe sadzy 8, ré6wniez w znany sposéb wytwarza
sie przezroczysty kanalik pierScieniowy Py 0 Zgdanych
wymiarach. Nastepnie w aparaturze prézniowej przy
.ci§nieniu okolo 5X10% torra naparowuje sie kolej-
no: warstwe srebrowg M; przepuszczajaca okolo 9%
Swiatla o diugoéci fali Ay = 546 nm, nastepnie war-
stwe fluorku magnezu D; o grubo$ci optycznej
nd = 394 nm (n— wspélczynnik zalamania war-
stwy fluorku magnezu, d — grubo$¢ geometiryczna
warstwy) oraz drugg warstwe srebrowg Mz ana-
logiczng do warstwy M.
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Po wyjeciu szklanej plytki z aparatury préznio-
wej pomocniczg warstwe sadzy 8 odgrywajacg role
maski, zdejmuje si¢ wraz z osadzonymi-na niej pa-
rami srebra i fluorku magnezu stosujac to samo
urzadzenie i ten sam sposéb postepowania co przy
wytaczaniu pierfcieniowego kanalika Py (Fig. 1). W
rezultacie na piytce A, otrzymuje sie pierécieniowy
filtr interferencyjny Z o maksymalnej’ prxepuszczal-

~ nofci dla wybranej diugoSci fal &wletlnej M =

= 546 nm.

Aby ta diugo$é fali byla maksymalnie przepusz-
czana, a fale o krétszych 1 dluzszych dlugo$ciach wy-
gaszane, optyczna grubosé warstwy dielektrycznej
D, musi by¢ écifle okrelona, tak aby $wiatto od-
bijajgce sie wielokrotnie miedzy warstwami srebro-
wymi M, i M: i interferujace ze sobg po przejSciu

przez pierSciefi Z maksymalnie si¢ wzmacnialo dla
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dlugosci fali A; = 546 nm, a oslabialo dla pozosta-
ych dlugosci fal éwietlnych. Warunek ten jest spel-
niony, jezeli grubo§é optyczna warstwy fluorku
magnezu D, wynosi okolo 394 nm.

Z kolei bierze si¢ drugg szklang plytke B po-
kryta pomocniczg warstwa sadzy S i oczyszcza sie
ja z sadzy w Srodkowym i zewnetrznym obszarze,
pozostawiajac pierScien z sadzy P2 o. §rednicy ta-
kiej samej jakg mial poprzednio przezroczysty pier-
Scieri P, (Fig. 2), ale o szeroko$ci nieco wiekszej.
Stosuje sie przy tym te samg wytaczarke co przy
wykonywaniu pierScienia P; na ptytce A. Nastepnie
w sposéb analogiczny jak poprzednio naparowuje
sie w prézni filtr interferencyjny przepuszczajacy
$wiatlo fioletowe, z maksimurn przepuszczalnoSci na
przykiad dla dlugo$ci fali A, = 405 nm.

W tym celu na powierzchni plytki B z pomocni-
czym pierScieniem sadzowym S, spelniajgcym role
maski naparowywuje sie: kolejno: warstwe srebro-
wa Mj o przepuszczalno$ci §wiatla okolo 10°/e, war-
stwe fluorku magnezu Ds: o grubofci optycznej
n.d = 263 .nm oraz drugg warstwe srebrowg M;
analogiczng do warstwy M, Po wyjeciu plytki z
aparatury prézniowej wykonuje sie z kolei przezro-
czysty kanalik T wytaczajac pomocniczy piersciert
sadzowy S z osadzonymi na niej parami srebra i
fluorku magnezu.

Nastepnie piytke B skleja sie z plytkq ‘A zg po-
mocy przezroczystego kleiwa optyeznego C w spo-
s6b przedstawiony na Fig. 9. W rerultacie otrzy-
muje sie dwuskladnikowy filtr interferencyjny, w
ktérym pieréciet Z przepuszcza maksymalnie tylko
Swiatlo zielone, a cze§é¢ $rodkowa i zewnetrzna F
tylko Swiatlo fioletowe. Widok tego filtru z géry
przedstawia Fig. 10, na ktérej przez H oznaczono
te obszary gdzie filtr zielony Z i fioletowy F cze$-
ciowo na siebie zachodza. Obszary te widoczne s3
w Swietle przechodzacym jako wask1e ciemne ob-
wodki.

Dobierajac odpowiednio grubo$§é warstwy D, oraz
grubo§é¢ warstwy D, mozna otrzymaé filtr pierScie-
niowy Z i filtr F przepuszczajace inne dowolne wy-
cinki widma. dlugofalowego i krétkofalowego. War-
stwy metaliczne. M; i M; oraz M, i M; nie majg
decydujgcego wp!ywu na dlugosé przepuszczalnych
fal swietlnych.. . .

Od ich przepuszczalno$ci zalezy tylko natezenie
Swiatla przepuszczanego i wygaszanego przez filtry.
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W szczeg6lno$ci warstwy metaliczne My, M, i M3, M,
moga byt zastapione wielowarstwowymi powloka-
mi zwierciadlanymi dielektrycznymi podobnie jak
to sie czyni przy wykonywaniu zwyklych filtréow
interferencyjnych waskopasmowych.

Przykladowe zastosowanie wyzej omowionego
dwuskladnikowego filtru interferencyjnego w cha-
rakterze pier$cieniowej przystony aperturowej zez-
walajgcej na obserwacje preparatéw w swietle fluo-
rescencyjnym i w kontrascie fazowym przedstawia
Fig. 11, na ktorej przez J oznaczono zaréwke, K; —
kolektor oSwietlacza, D, — jego przystone polowa,
L, — zwierciadlo, E; — miejsce na umieszczenie
filtru barwnego, R — lampe rteciowg wysokoci$nie-
niowg, K2 — kolektor tej lampy, D, — jej przyslone
polowg, E — miejsce na umieszczenie filtru prze-
puszczajgcego tylko $wiatlo zielone lub tylko Swia-
tlo fioletowe, Lz — przesuwne zwierciadlo z' war-
stwa odbijajaca W lub interferencyjna przepuszcza-
jacg Swiatto diugofalowe S; wychodzace z zaréowki
J, a odbijajgca §wiatlo krétkofalowe S; wychodzace
z lampy rteciowej R, D — wyzej opisang interfe-
rencyjng przystone pierScieniows, w ktorej pier§cien
Z przepuszcza $wiatlo diugofalowe (na przyklad
zielone), a obszary F — $§wiatto fioletowe lub ultra-
fioletowe, K — kondensor, P badany preparat, Ob --
obiektyw z pierScieniem fazowym Ph, G — filtr
optyczny tak zwany zaporowy pochlaniajacy swiatlo
fioletowe, Ok — okular.

Zasada dzialania urzgdzenia zgodnie z wynalaz-
kiem jest nastepujgca. Lampa rteciowa wysokocis$-
nieniowa R wysyla $wiatlo o réznych dlugoSciach
fali, zarowno w cze$ci ultrafioletowej, fioletowo-nie-
bieskiej jak i zotto-zielonej cze$ci widma. Najwie-
cej wysyla §wiatla ultrafioletowego o dlugosci fali
360—370 nm, fioletowego o dlugosci fali 400—410 nm
oraz zielonego o dlugosci fali 546 nm.

W przedstawionym wariancie rozwiazania urza-
dzenia fluorescencyjnego wedlug wynalazku $wia-
tlo fioletowe lampy rteciowej R wykorzystywane
jest do fluorescencji, a §wiatlo zielone do obserwa-
cji w kontrascie fazowym. W tym celu w plaszczyz-
nie ogniskpwej kondensora K umieszczona jest in-
terferencyjna przystona D bedaca odpowiednikiem
przyslony pokazanej na Fig. 9 i 10, ktéra w obszarze
pierScienia Z przepuszcza $wiatto diugofalowe (na
przyklad zielone), a w obszarach F $wiatto fioleto-
we lub ultrafioletowe.

PierScien Z sprzezony jest optycznie z pierScie-
niem fazowym Ph, podobnie jak to jest w normal-
nych mikroskopach fazowych, to znaczy w tym przy-
padku obraz pierScienia Z po przejsciu §wiatta przez
kondensor K i obiektyw Ob tworzy sie na pier§cie-
niu fazowym Ph. Jezeli na drodze §wiatla Sz ida-
cego z lampy R i odbijajgcego sie od zwierciadia
L, wstawi sie¢ w miejscu E filtr zielony to przez
przystone D przejdzie tylko Swiatlo zielone w ob-
szarze pierScienia Z i wtedy bedziemy mieli do czy-
nienia z obserwacjg fazowo kontrastows.

Jezeli na odwrét w miejscu E wstawi sie filtr
fioletowy, to przez przystone przejdzie tylko Swia-
tlo fioletowe zdolne do wywolywania fluorescencji
preparatu P. Swiatlo fluorescencyjne zawsze jest
bardziej dlugofalowe od Swiatta pobudzajacego fluo-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

6

rescencje i aby go oddzieli¢ od tego ostatniego sto-
suje sie tak zwany filtr zaporowy G, ktéry prze-
puszcza dilugofalowe §wiatlo fluorescencyjne a za-
trzymuje éwiatlo fioletowe, podobnie jak to jest w
zwyklych mikroskopach fluorescencyjnych. Jezeli
natomiast w miejscu E nie umieS$ci sie zadnego fil-
tru, to na preparat bedzie padaé zaréwno Swiatto
zielone, przechodzace przez pierScien Z, sprzezony
z pier§cieniem fazowym Ph oraz $wiatlo fioletowe
przechodzace przez obszary F i wtedy bedzie sie
réwnocze$nie obserwowaé¢ badany preparat P za-
réowno w $wietle fluorescencyjnym jak i kontrascie
fazowym.

W tym przypadku natezenie Swiatla diugofalo-
wego powinno byé mozliwie mate, aby nie ,,ttumilo”
obrazéw fluorescencyjnych, ktére z reguly sa nie-
zbyt jasne. Filtr Z powinien zatem przepuszczaé
stosunkowo nieduzo $wiatla diugofalowego (kilka
procent lub nawet ulamek procenta). Dla odrdznie-
nia obrazéw fluorescencyjnych, ktére w wiekszoSci
przypadkéw $wiecg $wiatlem zielonym lub zielon-
kawo-26ltym, od obrazéw fazowo-kontrastowych,
dobrze jest te ostatnie obserwowaé¢ w Swietle o
barwie wyraznie réznigcej sie od barwy $§wiatla
fluorescencyjnego to znaczy czerwonym. W tym
przypadku lepiej jest aby filtr pierScieniowy Z byt
wykonany jako filtr interferencyjny czerwony.

Niekiedy zanim przystapi si¢ do obserwacji fluo-
rescencyjnej przeprowadza sie przez dluzszy czas
obserwacje w zwyklym o$wietleniu lub w kontras-
cie fazowym. Aby w takich przypadkach nie uzy-
waé lampy rteciowej R, zwierciadlo Lz jest prze-
suwane w kierunku strzatki v i woéweczas mozna
korzysta¢ ze Swiatla zwyklej mikroskopowej lam-
py zarowej J. Mozna rowniez zwierciadto Lz wyko-
na¢ w taki sposéb, ze warstwa W bedzie przepusz-
cza¢ §wiatlo zielone, a odbijaé Swiatto fioletowe i
wowcezas przy przejSciu od obserwacji fazowo-kon-
trastowej wykorzystujgcej Swiatlo zaréwki J do
obserwacji fluorescencyjnej, wykorzystujacej wy-
tacznie §wiatlo lampy rteciowej R nie trzeba prze-
suwat zwierciadla La2.

Ponadto w tym przypadku mozna réwnoczesnie
przeprowadza¢ obserwacje fluorescencyjng korzy-
stajagc z lampy rteciowej R oraz w kontrascie fa-
zowym korzystajgc z lampy zarowej J. Takie roz-
wigzanie jest o tyle korzystniejsze od poprzedniego,
ze mozna zrezygnowac z peirScieniowego filtru in-
terferencyjnego Z, zastepujac go przezroczystym
pierécieniem przepuszczajagcym wszystkie dlugosci
fal $wietlnych, a odpowiednig barwe obrazu fazo-
wo-kontrastowego uzyskujac przez wstawianie w
bieg promieni $§wietlnych §; w miejscu E; odpo-
wiednich filtréw barwnych.

Zastrzezenia patentowe

1. Przystona aperturowa kondensora do urzgdzen
mikroskopowych do obserwacji fluorescencyjnej i
fazowo-kontrastowej znamienna tym, Ze stanowi
dwuskladnikowy filtr interferencyjny w ktérym je-
den filtr (Z) o ksztalcie pierScienia przepuszcza ma-
ksymalnie $wiatlo diugofalowe i stuzy do obserwa-
cji fazowo-kontrastowej, a ztgczony z nim drugi filtr
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(F) wypelniajacy pozostale pola otworu kondensora czesnej obserwacji fazowo-kontrastowej i fluores-
cencyjnej zwpmienna tym, ze jej filtr (Z) stanowi

przepuszcza §wiatlo krétkofalowe wywolujace fluo-
przezroczysty pierscien przepuszczajacy: wszystkie

rescencje.
2. Odmiana przystony wedtug zastrz. 1 do réwno- dtugosci fal swietlnych.
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