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A fenymikroszkop torténete

® XVI. szazad: irasos bizonyitekok az els6 domboru lencsebdl allo nagyitokrol

Anton von Leeuwenhoek: egysejtiek megfigyelese
ElsO 0sszetett nagyitok a Janssen fiverek, Gallileo munkaja alapjan (~1600)

® Elso ,,mikroszkop”: Robert Hooke
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A fenymikroszkop torténete

® XVI-XVIII. szazad:

Powell & Lealand
1850 Kkoriil

® mechanikai részek fejlesztése (rez vaz)

® nagyobb feliletl lencsek

® megvilagitas tukorrel

® preparatum készités alkohollal (Johann C. Reil)

® Angol, francia, amerikai és nemet mikroszkopok
gyartasa

® Mikroszkopok kepalkotasanak elmelete ?77?



A fenymikroszkop torténete

® XIX-XX. szazad:

® 1846 Carl Zeiss mikroszkop gyarto mUhely megalapitasa,
Jéna:

® Ernst Abbe — kondenzor, a kepalkotas elmélete, Abbe- %
formula, immerzios és ,,apochromat” lencsek

® Otto Schott — Gveglaboratorium, lencse Gvegek

® August Kohler — a mikroszkopok beallitasanak
algoritmusa, fluorescens mikroszkop, revolver foglalat

® George Nomarski - DIC
® Frits Zernike - PHACO

és még sokan masok....



A mikroszkop felépitese

szemlencse —

_ €lességallito rendszer
tubus

targylencse revolveres

tartoban targyasztal mintabefogé és

mozgato szerkezettel

kondenzor és kollektor lencsek —

megyvilagito szerkezet vaz és allvany



A mikroszkop felépitese
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A lathato feny

Lathato feny — elektromagneses hullam, vakuumban
380-780 nm hullamhosszal

“a=sigs

A fenyben az elektromagneses tér jellemzdi
(elektromos es magneses tererdsseq, elektromos = 4
eltolas, magneses indukcio) rezegnek. e

»
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Ter es idobeli fugges leirasa Maxwell egyenletekkel
tortenik



A hullam fizikai jellemzoibe ,kodolt” informaciot  beesé feny

hordoz:

® amplitudo

® terjedesiirany
® frekvencia

® fazis

polarizacios allapot

A lathato feny

polarlzatoz analizator -
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A lathato feny

A hullam fizikai jellemzoibe ,kodolt” informaciot
hordoz:

® amplitudo

) fényintenzitas

terjedesiirany

® frekvencia | > szin

® fazis 777

polarizacios allapot 7?7
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A lathato feny

Interferencia — hullamok talalkozasanal fellepd jelenség, a
szuperpozicio elvevel ertelmezheto:

Azonos fazis => amplitudo maximalizalas => erdsités
Ellentetes fazis => amplitudo minimalizalas => kioltas

Destrukiv interferenicia = koltas

Konstrukiiv interferencia = erosites
% %

A, c

I- hullamhossz -
A [ A [

I- hullamhossz -
D = | —
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A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

sZemlencse
nagyit

targylencse

latott kép
nagyit, vetit .

valodi
forditott kép

Osszetett mikroszkop => kétlépcsOs nagyitas
Ntotal= N XN

objektiv okular
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A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Elmelet: a geometriai optika hibamentes leképezés
esetén pontot pontba képez.

Gyakorlat: ha A~d fellép elhajlas a kilép6 (altalaban -—
kor alaku) nyilason => elterések az egyenes vonalu
terjedestal.

Ertelmezés: eqy terjedé hullamfelGlet minden
pontja elemi hullamforras, egy adott pontban
megfigyelhetd hatast ezek ereddje hatarozza meg
(Huygens-Frensel fele elv)

Elhajlas miatt idealis leképezes nem valosul meg. 13
A képsikban egy pont kepe un. elhajlasi korong lesz.



A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Eltéritetlen fény
Szort fény

"\

Kor alaku res helyett => azonos osztaskozy
racs

A hullamfrontok interferenciaja miatt
intenzitas maximumok megjelenése az )
eltéritetlen nyalab mellett.

(b)

A racsra jellemzo diffrakcios mintazat
tapasztalhato a fokuszsikban.

: Y/
% > &

A valodi mikroszkopi minta felfoghato egy komplex
diffrakcios racsnak => Abbe elmélet.




A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Abbe elmelete szerint:

® Atargyhoz hasonlo kep alkotasahoz legalabb harom szomszedos
diffrakcios rend részvetele szikseges a lekepezesben.

® A képalkoto diffrakcios rendek szamanak novekedéseével javul a
leképezés mindsege.

kondenzor objektiv
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A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Csokkeno elhajlas => objektivbe juto lekepezd hullamok szamanak
novekedese => kepminodseg javitas:

® toresmutato kulonbseg redukalasa — immerzios objektivek

® kisebb hullamhosszu besugarzo feny — kek megvilagitas
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A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Felbontokepesseg: kettd, meg eppen feloldott pont (szog)tavolsaga.

Ha egy targypont kepenek megfelelo
elhajlasi korong kdzeppontja egy masik pont
kepenek a peremére, vagy azon kivulre esik a
ket targypontot felbontottnak tekinthetjuk

(Rayleigh).
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A kepalkotas elmélete, alapfogalmak

A  Rayleigh-fele  kriterium  alapjan a
felbontokepesseq:

F =0,61 X

n X sin(u)
fény
F —felbontokepesseg (nm) Kup
A — hullamhossz (nm)
n - toréesmutato
U - apertura szog (°).

objektivek egyik fontos ertekmerdje

; apertura

SZ0g

A nevezoben szereplo kifejezés, a numerikus apertura, az

18



A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Felbontokepesseg =>lateralis iranyu

Optikai tengellyel parhuzamos ,felbontokepesseg” => melysegelesség

Hagyomanyos fenymikroszkopiaban nagyon kicsi: ~0,1 (100x)-10 pm (4x)

Megoldas: a digitalis kepalkotas,
kepkompozicio

19



A kepalkotas elmelete, alapfogalmak

Nagyitas= mikroszkopi kep méret/valodi
meret

A nagyitas tetszoleges mertéeku lehet,
nem minosegi jellemzdje a kepnek! A
kep lehet nagyobb, de nem
reszletgazdagabb (Ures nagyitas).

Hasznos nagyitas fels0 hatara: a nagyitott képen az objektiv altal
eppen felbontott pontok tavolsaga egyenlo az emberi szem

feloldokepessegével (0,25 mm). A gyakorlatban a 5oo-1000 x NA
erteke.



Lencsehibak

A tokeletlen alak, valamint a lencse és a feny kolcsonhatasanak
eredmeényei => aberraciok:

Szferikus aberracio (gombi elteres)
Kromatikus aberracio (szinfiggo elteres)
Koma, asztigmatizmus

Kepmezo gorbuilet, geometriai torzitasok




Lencsehibak

® Szferikus aberracio

nagy elhajlasu Kis elhajlasu sugarak
sugarak fikusz Sik fokuszpontja

Keresztiranyu
aberracio

Kis
| elhajlisi
lencse sugarak

tengelyiranyu
aberracio

Megoldas: lencseszelek lerekesztese, eltero
gorbuilety lencsek kombinacioinak alkalmazasa
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Lencsehibak

® Kromatikus aberracio (szinfiggo0 elteres)

o5 s 0 850 NmM
-——-550nm
= = w= 450 NmM

fokuszpontok

1 piros
z0ld g5 kék

dublett lencse

AKkromatikus Fluorit és apokromatikus

Megoldas: eltero kemiai 6sszetetelU, 2-3

tagbol allo, 6sszetett lencsek alkalmazasa.
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Lencsehibak

® Koma, asztigmatizmus
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iistokos csova

optikai -
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A nagy/kis beesesi sz6gU, valamint a vizszintes/flggoleges sugarak

14 14 14 . /4 . 144 14 14 24
szorodasi kepei nem esnek egybe. Nem pontszeru a lekepezes.




Lencsehibak

® Kepmezoelhajlas (gorbulet), geometriai torzitasok

lencse . o wr g -
gorbult kep pirna hordé

sik minta

Torzult kep nagy kiterjedesu sik felUletek lekepezese eseten.

Magas szintU korrekciok => eltero vastagsagu, gorbiletd, diszperzioju,
torésmutatoju stb. lencsetagok kombinacioja => 0sszetett
gyartastechnologia, magas ar. 25



Digitalis kepalkotas alapjai

Fotopapir
Fotoelektron sokszorozok, csokamerak
Toltéscsatolt erzekelok (CCD)

Komplementer femoxid felvezetd (CMOS)

Fotoelektromos effektus

!

Adattarolas

!

Jelkiolvasas

!

Adatfeldolgozas
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Digitalis kepalkotas alapjai

® Mintazas - jel generalasa a digitalis erzekelon, a keppontok térbeli feloldasa

® Kvantalas - a keppontok intenzitasanak szamszerUsitése adott skalan

analog kép mintazas Kvantalas

248|244 240|230 208(233[227[2851[285

248 |245[210| 93 | 81 |120| 97 |193|254
260 |170|133| 84 [137|120|104|145|283
241 |116|118|107|134|138] 96 | 92 |162
277 |142[121|113[124|115|s07| 71 [179
234|106 84 |125| a7 | 108|125 086|204
241 |202{902|132| 75 | 73 [141|248|252
263 |262(244|238( 178|199(242|250{ 245

265 |249(244|250|226(231|240|251|283

(b) (c)
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Digitalis kepalkotas alapjai

® Alulmintazas

® FelUlmintazas
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80
70}
60}
m50'
4o}

ﬂJ

H30f

8

16

32-es

24

Pixel sorszam

(b)

32

60|
u-60'
§40'
530'
20
10}

8-as

(d)

0

rll

8

16

24

Pixel sorszam

28

32



Digitalis kepalkotas alapjai

® A képpontok vildgossaganak kvantalasa e T

® Pixel fényesséqg => szamérték adas J J

® Skala = bit meélyseg => szinh(seg?

128 266 1,024

meélység
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Digitalis kepalkotas alapjai

® Hisztogram: a pixel fenyesség eloszlas grafikus abrazolasa

® Adat atalakitas = skalazas, vagas: linearis transzformacio, savzsugoritas
(kontrasztkiemeles), kontraszt nyujtas, kiegyenlites, invertalas, simitas,
egyeb algoritmusok.
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Digitalis kepalkotas alapjai

8 bit

Hol tartunk ma?

® Akar 54 millio pixel (erzekeld
csusztatassal)

® 16 bit-es felbontas
® 3D-s kepalkotas és meres

® Navigacio es akar 10000 x 10000
pixel merety panorama kep




Kontrasztnovelesi technikak

Sotetlatoterd megyvilagitas
Faziskontraszt mikroszkopia (PHACO)
Polarizalt optikai mikroszkopia (POM)
Differencial-interferencia kontraszt (DIC)
Fluoreszcencia mikroszkopia

Visszaszort feny mikroszkopia
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Kontrasztnovelesi technikak

® Sotetlatotert megvilagitas

"\7. ‘ \ ' w 4/

Poli-benzimidazol szalak Fa hancs

Erosen  fenyszoro  tulajdonsagu
mintak esetén elonyods: szalak,
biologiai szovetek, sejtek,

mikroorganizmusok vizsgalata.

objektiv lencse

a megvilagitas
fénytolcsére 7

a mintan szorodott
fénysugarak

minta ———EEEE ™ A

kondenzor ‘
lencse .
A

fényrekesz
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Kontrasztnovelesi technikak

__elhajlott fény
< (180°-0s fazis-
eltolodas)

® Faziskontraszt mikroszkopia (PHACO) T 2 s gyiri

. ..,_,

eltéritetlen fény ____
(fazisban) __elhajlott fény
" (90°-o0s fazis-
- eltolodas)
objektiv —&.

eltéritetlen fény

minta

.
=

kondenzor

Pollen Meduza

Alkalmazasi  terUlet: biologiai
mintak, kolloid szuszpenziok, porok, _4’_—_ S ied
asvanyok, folyadekok és keverekek -

vizsgalata.



Kontrasztnovelesi technikak

Kereszt polarizalt,
interferalt fénysugar

® Polarizalt optikai mikroszkopia (POM) "

analizator

S

utkiilonbség
(faziseltolodas)

Egérszor

sikban polarizalt fény

polarizator

Alkalmazasi terUlet (kettostoro — w
mintak eseten): kristalyok, asvanyok A p—
azonositasa, fizikai és kémiai |

folyamataik nyomon kovetese.



Kontrasztnovelesi technikak

® Differencial-interferencia kontraszt (DIC)

analizator —= =

Nomarski
prizma

Liliom hajtas

objektiv

Fenyd pollen

Kkondenzor

Harom dimenzios szinezetuy

képalkotas. Kettostoré mintan vagy Nomarski___ 5S
mintakornyezetben hibas képet alkot! i — "

polarizitor —=



Kontrasztnovelesi technikak

® Fluoreszcencia mikroszkopia: szerves anyagok, €ld vagy
elettelen szervezetek szerkezetének es mikodesenek
vizsgalata in vivo korilmenyek kozott is.

® Visszaszort feny mikroszkopia: atlatszatlan mintak (femek,
otvozetek, ercek, asvanyok, keramiak szamos polimer,
papir és mezogazdasagi/biologiai mintak) morfologiai
vizsgalata, elektronikai- és gepipari meromikroszkopia.
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Fenymikroszkopias mintakeszites

Szuszpenziok (pigmentek, asvanyi/szerves/polimer porok)
Emulziok, keverékek

Toret felUlet (fagyasztva/szobahomeérsekletU tores — femek, 6tvozetek,
polimerek)

Csiszolatok (szerkezetvizsgalat, azonositas — asvanyok, femek, polimerek)

Metszes, mikrotomia/ultra-krio-mikrotomia (szerkezet vizsgalat — biologiai
mintak, polimer keverekek kompozitok)

Festes, maratas, fixalas stb. (elsdsorban biologiai metszetek tovabbi
kezelese)



Fenymikroszkopias mintakeszites

Mikrotomia:
® Szaritas, mintabefogas, beagyazas (epoxigyanta, akrilat-polimerek)

® Negyzet/teglalap/trapez alaku mintaveteli tertlet kialakitasa — ,trimming”
® Metszetkeszites — , cutting” (1-50 pm)

® Szeletek valogatasa, mintatartora rogzitése
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