DIGITALIS OPTIKAI MIKROSZKOPIA

1. Digitalis optikai mikroszkopia

1.1. A fénymikroszkop rovid torténete

Amikor mikroszkoprol hallunk, akkor altalaban sok lencsés, tekintélyes eszkdzre gon-
dolunk. Pedig mikroszkopnak tekinthetiink egyetlen domboru lencsét is, hiszen rajta keresztiil
a kis targyakat nagyitva lathatjuk (mikro = kicsiny, szkopein = nézni). A XVI. szazad végérol
vannak irodalmi bizonyitékaink arra nézve, hogy egyetlen lencsét (lupe) kis rovarok képének
megnagyitasara hasznaltak (1592 Hufnagel, 1625 Stellutus). Az egy lencsével torténd nagyi-
tast Anton von Leeuwenhoek mar az 1600-as években olyan magas szintre emelte sajat készi-
tésu lencséivel, hogy egysejtli €l61ények megfigyelésével 0 tudomanyagakat alapito felfede-
zéseket tett. Ezt kovetden a norvég Janssen testvérek és az olasz Galilleo munkassadganak ko-
szOnhetden 1étrejottek az olyan mikroszkop Osszeallitdsok, amelyek két lencsébodl, a vizsgalt
targyhoz kozeli targylencsébdl (objektiv) és a vizsgald szeméhez kozelebb esé szemlencsébol
(okuléar) alltak (példaul Robert Hooke mikroszkdpja).

Hooke mikroszkopja (1670 Koriil)
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1. dbra Robert Hooke mikroszkopja

Az objektiv eldallitotta a vizsgalt targy valddi, forditott allasa képét a mikroszkop tu-
bus belsejében és a szemlencse elé vetitette azt. Ez utobbi pedig tovabb nagyitotta a képet és
létrehozta a targy latszolagos képét az emberi szemben (a teljes nagyitas az objektiv lencse €s
az okular lencse nagyitasanak a szorzata).
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2. abra Az osszetett mikroszkop miikodési elve
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Bar gyakorlatilag a kétlépcsds nagyitasi mod az alapja a ma hasznalatos, modern mik-
roszkopoknak is, a 18. szdzadig mégsem terjedtek el széleskdriien az dsszetett mikroszkopok.
Ennek alapvet6 oka, hogy az akkoriban gyartott lencsék mindsége és a mikroszkop épitéséhez
alkalmazott gyartastechnoldgia pontatlansaga olyan mértékii volt, hogy a kétlépcsds nagyités-
sal létrehozott képek mindsége elmaradt az egyszerli nagyitokétol. A 18. és 19. szazadban
azonban mind az optikai mind a mechanikai alkatrészek mindsége jelent6sen javult. EKkori-
ban az angol és német mikroszkopgyartok fejlédése és kés6bbi versengése révén nagyot 1épett
elére a mikroszkdpok teljesitménye. Az 1900-as évekre a gyartok mar tulléptek a mikroszkop
felépitmények tokéletesitésén €s a cél a lencsehibak minél nagyobb mértéki kikiiszobolése, a
kiilonboz6 specialis tivegtipusok €s lencsebevonatok 1étrehozasa, valamint a leheté legna-
gyobb részletgazdagsagn képalkotas lett. A 20. szazad elején kidolgoztak szamos, az eltérd
megyvilagitasi modokon és fénysziirési technikakon alapulé modszert a kontraszt ndvelésére,
majd az integralt aramkorok és az elektronikai fényérzékelok megjelenésével elkészitették az
elso digitalis mikroszkdpokat.

1.2. A fénymikroszkop felépitése

A manapsag hasznalatos optikai mikroszkopok felhasznalasi teriiletei és felépitésiik
rendkiviil szerteagaz6, de mikodésiik elve és alapegységeik hasonlosagot mutatnak. A leg-
fontosabb részeket mutatja be a 3. abra.
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3. dbra A mikroszkop felépitése

A targylencse (objektiv) feladata, hogy a vizsgalt targyrol nagyitott képet készitsen. A
ma kaphatd objektivek gyakorlatilag mindegyike, valamilyen szinten optikai hibakra Kkorri-
galt, tobb lencsét tartalmazoé rendszer. Az objektiv alapvetéen meghatarozza a mikroszkop
nagyitasi tartomanyat ¢és azt, hogy milyen kis részleteket lehet a mikroszkopi képen megkii-
16nboztetni. A targylencse valos (ernydn felfoghato) képet ad, amit a tubusba vetit. A szem-
lencse (okular) feladata, az objektiv altal készitett kép tovabbi nagyitasa. A szemlencse lat-
sz6lagos képet ad, amit a szemiinkkel érzékeliink. A modern mikroszkoépokban a szemlencse
IS egy Osszetett lencserendszer, hasonloan az objektivhez. A tubus a szemlencse és a targy-
lencse kozotti csd. Ez szolgal az okular és az objektiv megfeleld tdvolsagu és azonos optikai
tengelyli pozicionalasara, de akar tovabbi nagyitd vagy fénytord, megosztd optikai elemeket
(prizmak) is tartalmazhat. Az élességallito rendszerrel a minta és a mikroszkopfej kozotti ta-
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volsag allithaté oly modon, hogy a targy fokuszba keriiljon. Altalaban kiilon durva és finom-
mechanikaju €lességallito szerkezet is van. A targyasztal, a mintamozgat6 szerkezettel bizto-
sitja a minta megfeleld rogzitését és mozgatasat. Az elektronikus vezérlési mikroszkopoknal
a targyasztal X-Y és néha Z irdnyban is képes mozogni (akar 100 nm-es Iéptetéssel is), igy
onmagaban ellathatja az élességallitas feladatkorét is. A mechanikus és elektromos részeknek
a megfelelé védelmet, stabilitast, illetve rezgésmentességet a robosztus vaz és allvany bizto-
sitja. Korabban csak tiikroket alkalmaztak a szort napfény Osszegyiijtésére és a minta megyvi-
lagitasara. Késobb lampahazban elhelyezett halogén izz6 majd xenonnal toltott kisiilélampa
lett a fényforras. Ezek széles spektrumu (380-780 nanométer k6zotti), fehér fényt szolgaltat-
nak. Ma mar nem ritka a LED-es megvilagitas sem. Az optimalis fényviszonyok eléréséhez
azonban biztositani kell a fényforras és a lencserendszer egytengelytiségét, valamint a megfe-
lelo fényrekesz beallitasokat is. Ezt a Kohler-féle megvilagitassal érhetjiik el (August Kohler
1893, Carl Zeiss cég). A kollektor és kondenzor lencsék feladata a fényforrasbol jovo fény
Osszegylijtése és parhuzamositasa. A targy kozelében 1év6 kondenzor lencserendszer az 6sz-
szes fényt a targylencse latdmezejébe fokuszalja, igy érthetd, hogy egy mikroszkdp teljesit-
ményének maximalis kihasznaldsdhoz a kondenzor és az objektiv gondos Gsszehangolasara,
beallitdsara van sziikség.

1.3. A képalkotas elmélete, numerikus apertira és feloldoképesség

Amikor egy fényforrasbol érkez6 fénysugar athalad az utjaba helyezett mintan, a fény
egy része zavartalanul atjut a vizsgalt objektumon. Ezt nevezziik direkt vagy eltéritetlen fény-
nek. A mintara bocsatott fénysugarak masik része azonban elhajlik, szorodik (diffraktalt suga-
rak, 4b. abra). Ezen sugarak egy része a direkt fényhez képest 180°-os faziseltolodasba kertil.
A mikroszkop lencserendszere a mintan atbocsatott fényt dsszegyjti, és egy Képsikra vetiti.
A faziskiilonbségben 1évo szorodo és a direkt fény sugarainak interferenciaja miatt a képsik
egyes pontjain kioltas jon létre, ami sotétebb és vilagosabb teriiletek megjelenését eredmé-
nyezi. Ezt a sotét-vilagos mintazatot €rzékeljiik a vizsgalt targy képeként. Mivel az emberi
szem a vilagossag valtozasara érzékeny, ezért az agyunk altal alkotott kép tobbé kevésbé hii
masolata lesz a vizsgalt mintanak.

Ha egy azonos osztaskozii, vonalakat tartalmazo racsot (diffrakcids racs) helyeziink a
fény utjaba, a mikroszkop objektivének hatsd fokuszpontjaban lathatunk egy fénypontot,
melytdl jobbra és balra tovabbi szines foltok jelennek meg a sotét hattéren, egymastol azonos
tavolsagra. A kozépso pont (nulladik rendil) a mintan elhajlas nélkiil athaladé fény, mig a téle
balra és jobbra elhelyezkedé szines foltok (els6, masodik, harmadik stb. rendtiek) az objektiv-
be juto diffraktalt fénysugarak eredménye. A sotét teriilet a 180°-0s faziseltérésben 1€év6 suga-
rak k6lcsonds kioltasabol jon 1étre (4a. abra).
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4. abra A megvilagito fény elhajlasanak szemléltetése

Minden vizsgaland6 minta felfoghato egy komplex diffrakcios racsnak, amely végte-
len sok kiilonboz6 osztaskozii és méretli elembdl all. Ez a ma széles korben elfogadott képal-
kotasi koncepcid Ernest Abbe 19. szazadi német, elméleti optikaval és mikroszkdpokkal fog-
lalkozo6 kutatotdl szarmazik. Elmélete szerint egy mintardl alkotott kép részleteit akkor tudjuk
megjeleniteni (feloldani), ha az arrdl érkez6é fény nulladrendii (direkt) és legalabb elsérendii
sugarait képes befogni az objektiviink. Minél magasabb rendi diffraktalt sugarakat képes az
objektiv a direkt fénnyel egyiitt 6sszegylijteni, a vizsgalt targy annal pontosabb képét kapjuk
vissza.

Abbe elmélete alapjan szdmos, a mikroszkop hasznalat kozben tapasztalt jelenség ma-
gyardzata megadhato. Példaul a mikroszkopok felbontdoképessége nagymértékben javithatd
abban az esetben, ha a minta és a mikroszkop targylencséje (objektiv) kozotti kozeg torésmu-
tatdjat noveljiik. Ez annak kdszonhetd, hogy a fény tja nagyobb torésmutatdju kdzegekbe va-
16 belépéskor (levegd helyett viz vagy glicerin) kisebb mértékben torik meg, igy a diffraktalt
nyalabok kevésbé lesznek széttartoak, ,,stirlibben” helyezkednek el (5. abra). Kovetkezéskép-
pen egy folyadékba meriild, tigynevezett immerzios objektiv magasabb rendli diffraktalt
fénynyalabokat is képes befogni, ami jobb képmindséget (nagyobb felbontast) eredményez.
Az optikaban jol ismert jelenség, hogy a kiilonb6z6 hullimhosszusagu fénysugarak eltérd to-
résmutatdval rendelkeznek (pl. ennek kdszonhetd, hogy a prizma a raesé fehér fényt kompo-
nenseire bontja). Azonos feltételek mellett a nagyobb energiaju kék fény hajlik el a legkevés-
bé, mig a kisebb energiaji vords fény jobban. Ha a minta megvilagitasat a kék fény hullam-
hossztartomanyaba es6 fénnyel végezziik, jobb mindségii képeket kapunk, mint fehér fénnyel.
Ez is a kordbban leirt magasabb rendii, diffraktaloédott sugarak befogasaval magyarazhato.

5. dbra Az immerzios objektivek miikodésének sematikus abrdja
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Egy objektiv azon képességét, hogy mennyire hatékonyan képes befogni egy adott ta-
volsagra 1év6 mintardl szorodott sugarakat az ugynevezett numerikus aperturaval (NA) jelle-
mezhetjiik szamszertien. A képalkotds sordan, a mintan athaladé sugarak egy fejre allitott ku-
pot formalva az objektivbe jutnak. A leginkabb elhajlo, de még az objektivbe jutd sugar és a
mikroszkop optikai tengelye altal bezart szog az apertura szog (6. abra), melyb6l a numeri-
kus apertira szamithato:

NA = n sin(x) 1)

ahol n az objektiv és a minta kozotti kozeg torésmutatoja, u pedig az apertura szog (°).

: A
feny
Kip apertira
szog

6. dbra Az apertura sz6g dabrdzoldsa

Egy mikroszkop képalkotasanak mindsitésében az egyik legfontosabb mérészam a
feloldo/felbontoképesség. Ez megadja, hogy mekkora az a legkisebb tavolsag két pont ko-
zOtt, amit még kiilon allé pontokként képes megjeleniteni a berendezés. A fejezet elején mar
targyaltuk, hogy minél magasabb rendii diffraktalodott sugarak egyesitésével jon létre a kép,
annal részletgazdagabb. Kovetkezésképpen az objektiv numerikus apertara értéke dontden be-
folyéasolja egy mikroszkop feloldoképességét. A felbontoképesség kiszamitasanal gyakran hi-
vatkozott dsszefiiggés a Rayleigh egyenlet:

R = 0,61 2/NA )

ahol R a felbontas (a legkisebb feloldhato tavolsag két pont kdzott), A a besugarzo fény hul-
lamhossza, NA pedig a mikroszkop (6sszehangolt kondenzor és objektiv esetén) numerikus
apertargja. Ezek alapjan egy atlagosan 550 nm-es hulldmhossz fényforrést és egy tokéletes,
nem immerziés objektivet feltételezve (NA ~ 1), az elméleti felbontoképesség ~250 nm. A
Rayleigh képletbdl szamithato felbontoképesség azonban, a lencsék viselkedését leird elméle-
ti kozelitések miatt, nem tekinthet6 abszolut érvényiinek. Raadasul a gyakorlatban altalaban
nincsenek meg az idealis koriilmények (lencsehibék, kis kontraszti mintédk, elégtelen megvi-
lagitas) ahhoz, hogy az elméletileg szamitott feloldoképességet elérjiik. Természetesen a fel-
bontoképesség nem csak laterdlis iranyban (a targyasztal sikjdban) fontos. Egy objektiv ten-
gely iranyu (az optikai tengellyel parhuzamos) feloldoképességét az tigynevezett mélység-
élességgel jellemezziik. A mikroszkdpiaban mélységélességen — ahogy a klasszikus fotografi-
aban is — az objektivhez legkozelebbi és legtavolabbi, még fokuszban 1évé pontok sikja ko-
zOtt1 tavolsagot értjiik. A hagyomanyos fénymikroszkdpok esetén, a mélységélesség jellem-
z6en nagyon kicsi, néhany mikron. A laterélis felbontoképességhez hasonldan ezt is az objek-
tiv numerikus apertura értéke hatarozza meg.

Bér a mikroszkopi kép fontos jellemzdje a nagyitds (mikroszkopi kép méret/valodi
méret) eddig nem esett sz6 rola. Ennek az az oka, hogy valdjaban a nagyitds nem mindségi

5
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jellemzodje a képnek. Nagyitani ugyanis gyakorlatilag tetszéleges mértékig lehet egy képet, de
ez nem javitja a feloldas mértékét. Ha mar az objektiv nem képes a vizsgalt mintardl két egy-
mashoz kozeli pontot kiilonalloként leképezni, akkor a képet tovabb nagyitva is csak homa-
lyos foltokat latunk. Az igy l1étrehozott nagyitast nevezziik iires nagyitasnak. Az emberi szem
feloldoképessége, idedlis esetben ~1 szogperc. Ebbdl kiszamithato, hogy a tisztanlatas tavol-
sadgabol (25 cm-rdl), ~0,15 mm tavolsagu képpontokat képes egymastél megkiilonboztetni a
szemiink. Tehat ahhoz, hogy egy mikroszkopi képen csak hasznos nagyitast hajtsunk végre,
addig kell nagyitanunk a képet, amig a nagyitott képen az objektiv altal még felbontott legko-
zelebb talalhatd pontok tavolsaga el nem éri a 0,15 mm-t. Ezt meghalad6 nagyitasoknal a
vizsgalt objektum nagyobb lesz ugyan, de a kép nem lesz részletgazdagabb, nem kozvetit
tobb informaciot. Ebbdl kovetkezik, hogy alapvetden a felbontoképesség és az azt befolydsolo
tényezOk (numerikus apertura, besugarzo fény hullamhossza, diffrakcio mértéke) és nem a
nagyitas szabjak meg egy mikroszkop teljesitményét. Az optimalis nagyitas mértéke a szem
felbontoképességének ismeretében kiszamithatd az (1) és (2) képletek Osszevonasaval. A
gyakorlatban az objektiv numerikus apertura értékének 500-1000-szeres szorzata kozotti in-
tervallumot tekintik ideélis nagyitasi tartomanynak.

1.4.  Tipikus lencsehibak és korrekciojuk

A lencsék leképezési hibait vagy mas néven aberracioit az iiveglencsék és a fény kol-
csonhatasa okozza. Az aberraciok két f6 csoportjat kiilonboztetjikk meg:

a) szférikus aberraciok (gombi eltérés)
b) kromatikus aberraciok (szinfiiggd eltérés)

Mig az elébbiek a lencse nem tokéletes gorbiilt alakjabol szarmaznak, addig az utdbbi
oka a besugarz6 fényt alkoto kiillonb6z6 hullamhossziisagh fénysugarak kismértékben eltérd
torésmutatoja (diszperzio jelensége). Egy gombi eltérésii lencsén, a lencse kdzépvonaldhoz
kozel esd fénysugarak a sziikségesnél kisebb, mig a lencse szélén athalado sugarak a sziiksé-
gesnél nagyobb mértéki torést szenvednek (7. abra). Ennek kovetkeztében nem egy fokusz-
pont alakul ki, a feloldoképesség jelentdsen romlik, a targy képe elmosodott lesz. A szférikus
aberraciot a lencse széleinek lerekesztésével és tobb, eltér gorbiiletii lencse egyiittes alkal-
mazasaval lehet kikiiszobalni.

nagy elhajlasi kis elhajlasi sugarak
sugarak fokiiss sk fokuszpontja

— keresztiranyi
aberracio

tengelyiranyu
aberracio

Kis
elhajlasi
lencse sugarak

7. abra Szférikus aberrdcio
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Egy fénysugar fazishataron elszenvedett diffrakciojanak mértéke fiigg annak hullam-
hosszatol. A kisebb hullamhosszi fény jobban megtorik, mig a nagyobb kevésbé (8. abra).
Emiatt a lencsén elszenvedett fénytorés esetén, a fehér fény komponensei nem egy fokusz-
pontban gytilnek 0ssze, ami szivarvanyszinii képhibak megjelenését eredményezi.

- == 550 nm
= = = 450 nm

8. abra Kromatikus aberracio

Két kiillonboz6 sszetételli (korona és flint) tivegbdl Gsszeragasztott (dublett) lencsék
alkalmazaséaval elérhetd, hogy a kék és a vords sugarak azonos fokuszpontban taldlkozzanak
(9. abra). Ezeket a lencséket akromatikusnak nevezziik (gorog, ,,a” — fosztoképzo, ,,chroma”
— szin).

fokuszpontok

! piros
Z0ld s kék

dublett lencse

9. abra Az akromatikus lencse mitkodese

Bar rutin vizsgalatokhoz az akromatikus lencsék megfeleld képmindséget biztositanak
nagyobb nagyitasoknal zold szélek formajaban egy ugynevezett masodlagos spektrum is meg-
jelenik a képeken. A zo6ld, kék és vords fénysugarak azonos fokuszpontba hozésédhoz fluorit
(CaF») tartalmu tiveglencséket kellett késziteni, melyek mar elhanyagolhatdo mértékii szinfiig-
20 eltérést mutattak (apokromatikus lencsék).

A szférikus és kromatikus aberracion kiviil még szamos lencse és leképezési hiba léte-
zik, amelyek a vizsgalt geometria torzulasat eredményezik (elsésorban nagyobb nagyitasok
esetén). Ezek korrekciojahoz ijabb és ujabb lencsék beépitésére van sziikség. A lencsék vas-
tagsaganak, gorbiiletének, torésmutatdjanak, diszperzidjanak és még szdmos mas jellemzdjé-
nek megfelelé kombinacidjaval elérhetd, hogy egy objektiv lencserendszere mentes legyen a
legtobb aberréaciotdl, de ez jelentdsen noveli az objektiv Osszetettségét és az eldallitas koltsé-
geit. Példaul egy plan apokromatikus (szférikus, kromatikus aberraciokra és geometriai torzi-
tasokra korrigélt) objektiv, 18-20 kiilonb6z6 lencsébdl all és az ara néhany ezer eurd koriil
mozog.
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1.5. Kontrasztfokozasi technikak és alkalmazasaik

A mikroszkopiaban eléforduld mintak koziill szamos olyan 1étezik, amely részben
vagy nagymértékben elnyeli a raes6 fényt, igy kiilondsebb gond nélkiil vizsgalhatok atmend
fényben. Mas esetekben a minta eredetileg is szines vagy szelektiven szinezhetd valamilyen
kémiai eljarassal, ami létrehozza a részletek észleléséhez szilikséges kontrasztot. Sok esetben
azonban az eredeti minta kontrasztja olyan kicsi, hogy az erés atmendfényli megvilagitasban
atlatszonak tlinik és nem hasznéalhato kémiai maratas vagy szinezés sem a kontraszt novelésé-
re (él6 szervezetek vizsgalata, roncsolas mentesség kovetelménye). llyen esetben megoldas-
nak tlinhet a kondenzor rekeszének szlikitése és a mintara esd fény mennyiségének csokken-
tése, de ez a felbontés és a képélesség drasztikus romlasdhoz vezet. A kdvetkezo bekezdések-
ben bemutatunk néhany kontrasztnovelési modszert, amelyeket modern mikroszkopokban ma
mar nem csak 6nmagukban, hanem egy-
massal kombindlva is hasznalhatunk.

oyr _r

Sotétlatoterii megvildagitas: a so-
tétlatoteri megvilagitds létrehozéasdhoz a objektiv lencse
minta megvilagitasabol ki kell zarni a
kondenzor kozepén érkezd sugarnyalabot.  a megvildgitds
Ezzel elérhetjiik, hogy a kondenzorbol a  fémytélesére
fény egy iireges kuipot formélva 1ép ki és a
mintat csak a ferdeszogben érkezd suga-
rak vilagitjdk meg (10. abra). Ezzel kizar-
juk a képalkotasbol a direkt fényt és csak Minta — S —
a magasabb rendli szérddott fénysugarak ‘
felhasznalasaval alkotunk képet. Ez a

a mintan szorodott
fénysugarak

“1r rig e L4 s A Kondenzor
megvilagitasi moéd jol alkalmazhatd kor- encee
vonalak, hatarok, élek kiemelésére, kont-
rasztositasara.

Fiaziskontraszt mikroszkdpia: az  fényrekesz _O
1930-as években Frits Zernike kutatd

munkdja sordn kimutatta, hogy fazis és

amplitadé kiilonbség van a direkt és a

mintan elhajlast szenvedett fénysugarak 10. gbra A sotét latoterii megvildgitas sematikus

kozott és ez alkalmas koriilmények kozott abrdja

felhasznalhatd a kontraszt novelésére.

Munkdjaért 1963-ban Nobel dijat kapott. Vannak olyan targyak, sejt- és szovetrészletek, ame-
lyek részein athaladd fény (a mintaban 1évo slirliségkiilonbségek miatt) faziseltolodast szen-
ved. A faziskésés mértéke altalaban a hullamhossz egynegyede. Sajnos az emberi szem —
ahogy a digitalis kamerak sem — nem alkalmas a faziseltolodas érzékelésére csak a szin (hul-
lamhossz) és a fényerd kiilonbségeket tudjuk €szlelni. A faziskontraszt mikroszkop azonban a
faziseltéréseket intenzitasbeli kiilonbségekké alakitja, amit mar lathatunk. A mikroszkdépban a
minta mellett elhaladd fény és a mintan athaladé fény egy része akadalytalanul jut az objek-
tivbe, igy nem szenved faziseltolodast. A mintan atbocsatott fény masik része azonban, az in-
homogenitasok eltéré térésmutatoja és vastagsaga miatt kiilonb6z6 mértékben lelassul. Ezek a
kb 90°-0s faziskésésben 1évo sugarak is bejutnak az objektivbe (11. abra). A késé sugarak fa-
zisdifferenciajat az objektivbe épitett fazisgytiriivel (egy optikailag inhomogén lencse, amely
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optikailag vastagabb gytirti alaka teriiletet
tartalmaz) tovabb novelhetjiik, igy elérjik,
hogy a mintarol érkezo fény egy része mar
180°-0s faziseltérésben legyen, ami dest-
ruktiv interferenciat (kioltast) okoz a kép
megfeleld részein, amit kontrasztnovekedés
formajaban észleliink.

Polarizalt optikai mikroszkopia
(POM): a legtobb mikroszkdpias minta op-
tikailag izotrop, ami azt jelenti, hogy a min-
ta torésmutatdja irany fiiggetlen, a tér min-
den irdnydban azonos. Szdmos kristalyos
anyagban (fémek, asvanyok, polimerek)
azonban vannak Kkitlintetett kristalytani ira-
nyok, a kristalytani tengelyek nem ekviva-
lensek, a minta kettdstord. Ebben az eset-
ben a mintara es6 fény torése fiigg a minta
elhelyezkedésének €s a besugérzas iranya-
nak viszonyatdl. Ha egy kett6stor0 mintara
esO fény az optikai tengely mentén halad,
akkor hasonldéan az izotrop mintdhoz, nem
torik meg ¢és allando sebességgel terjed a
mintaban. Ha a fénysugar ettdl eltérd irany-
bol érkezik, akkor két nyalabra bomlik fel
(kettéstorés). Az egyik az anyagba Iépéskor
nem torik meg (extraordindrius, rendellenes
mert nem igaz ra a fénytorés térvénye) a
masik megtorik (ordinarius). A keletkezett
sugarak egymasra merdlegesen polarizaltak

kereszt polarizalt,
interferalt fénysugar

eltéritetlen fény

s S

=il

__elhajlott feny
(180°-0s fazis-
eltolodas)

o fazis gyiri

eltéritetlen fény
(fazisban) __elhajlott fény
(90°-o0s fazis-
eltolodas)
objektiv 4{‘
minta |
kondenzor

fény-
rekesz

11. dbra A faziskontraszt mikroszkop miikédése

analizator

S

utkiilonbség
(faziseltolodas)

sikban polarizalt fény
polarizator

W

nem polarizalt fény

12. abra A POM miikodese

(sikban rezgdk) és torésmutatoik is eltérok ezért ha-
ladési sebességiik is kiilonbozik. Ezt a jelenséget
hasznalja ki a polarizalt fénymikroszkopia. A mik-
roszkop kondenzora ald helyezett polaroid lencse
sikban polarizalt fényt allit el a fényforrasbol érke-
z0 sugarakbol (12. abra). A polarizalt fény egy része
az optikailag anizotrop mintdn athaladva kettOsto-
rést szenved, felbomlik két, egymasra merdleges,
sikban polarizalt komponensre €s az objektivbe jut.
Mivel a  kettGstoréskor  1étrejové  sugarak
(extraordindrius, ordindrius) a mintara nézve eltérd
torésmutatoval rendelkeznek, ezért a haladasi sebes-
ségiik 1s kiilonbozd az anyagban. Ennek eredmé-
nyeképpen a mintat elhagyva ez a két sugar fazisel-
tolodasban lesz. Az analizatoron athaladva a suga-
rak egyesiilnek, amit faziseltolodasuk miatt destruk-
tiv (kioltas) és konstruktiv (erdsités) interferencia

9
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kisér. Ezzel a mintéra jellemz6 faziseltolodas az emberi szem szamara érzékelheté kontraszt-
kiilonbséggé alakithatd. Mindekdzben a fényhullamok athaladnak az analizatoron is, amit a
polarizator iranyultsagara pontosan merdlegesen allitunk be, igy az mar csak a kettstorés mi-
att 1étrejott, a polarizator iranyara merdleges sugarnyaldbokat engedi at.

Differencial-interferencia kontraszt (DIC): az 1950-es évek kozepén, a lengyel
szarmazasu, francia elméleti optikus Georges Nomarski fejlesztette ki ezt a technikat, amit ma
a kiilonboz6 mikroszkopgyartok szdmos formaban hasznalnak fel berendezéseikben, elsdsor-
ban gyenge kontrasztu mintak (pl. €16 szovetek) vizsgalatara. A modszer alapja egy kiilonle-
ges prizma, amit két ék alaku kvarckristaly
Osszeragasztasaval hoznak Ilétre (Nomarski
prizma). A prizma a raesé sikban polarizalt
fénysugarakat két egymassal merdlegesen po-

larizalt hullamra osztja. A két hullam kissé el- analizitor —= N 00
térd irdnyban, de nagyon kozel halad egymas S
mellett egészen a kondenzorig, amin atjutva .
. . . NomarskKi
egymassal parhuzamos sugarakka alakul. A prima  — 18 LS

minta kiilonb6zé pontjain athaladva — a vas-

tagsag és torésmutatobeli kiilonbségeknek ko-

szOnhetéen — ezek a fénysugarak egymastol

kissé eltérd hosszusagh utat tehetnek meg. En- objektiv
nek eredményeképpen az eredetileg azonos fa-
zisban rezgd sugarak faziseltolodassal jutnak
ki a mintdbol, athaladnak az objektiven és an-
nak hatso fokuszpontjaba helyezett Nomarski
prizman, valamint az e fol6tt elhelyezkedd po-
larsziir6n (analizatoron). A prizma a két sugar
rekombinacidjaval megsziinteti az eredetileg
l1étrehozott utkiilonbséget, a kapott rekombi-
nans sugarak pedig az analizatoron athaladva
interferalnak (erdsités és kioltas egyarant).
Végeredményben a minta okozta faziseltolo-

Kkondenzor

dast a szemiink altal is érzékelhetd kontraszt-  Nomarski

kiilonbséggé alakitja a mikroszkop. A DIC  prizma ~— s
technika elénye a sajatosan kontrasztos, és ha-

rom dimenzids szinezetli képalkotds mellett polarizator —=s S

az, hogy hagyomanyos objektivekkel is hasz-
nalhat6 és a faziskontraszt mikroszkdpoknal
gyakran tapasztalt fényudvarok sem jelennek
meg a képeken. Hatranya, hogy kettéstord tu-
lajdonsagu minta, vagy mintakérnyezet esetén
(pl. kettdstoré muanyagtartoban tarolt Sejtenyészetek, kultirak) hibas képet alkot. Tovabba
arrol sem szabad megfeledkezni, hogy bar az érzékelésben nagy segitséget nyljt a harom di-
menzidshoz hasonld kép, ez valdjaban latszolagos és csak a kontrasztkiilonbségek eredménye
okozza, ami sokszor a latott kép félreértelmezéséhez vezethet.

13. abra A DIC miikédésének vazlatos rajza

10
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Fluoreszcencia mikroszkopia: az optikai mikroszkopia egyik legdinamikusabban fej-
16d6 tertiletének bizonyult az elmult években. Kivaloan alkalmazhaté6 dnmagukban (elsodle-
ges/autofluoreszcencia) vagy festés hatasara (masodlagos) fluoreszcencia jelenségét mutatd
mintak vizsgalatara. A mikroszkop alapvetd feladata a vizsgalandé minta megvilagitasa a ger-
jesztd fénnyel, valamint a mintarol érkezé nagysagrendekkel gyengébb fluoreszcens fény ki-
szlirése a reflektalodott gerjesztd fénynyalabbol. Minél sotétebb hatteret ad a fluoreszcencia
jelenségét nem mutatd mintateriilet, annal hatékonyabb a késziilék. Bar a legtobb esetben a
vizsgalatok Gsszetett minta-el6készitést igényelnek, fluoreszcencia festékekkel olyan részletek
is azonosithatok példaul él6 sejtekben, amelyeket mas mikroszkopi technikakkal nem lehet
detektalni. Ez a modszer széleskoriien alkalmazhat6 szerves anyagok, élettelen vagy €16 szer-
vezetek szerkezetének és mikodésének vizsgalatara, akar in vivo szinezékek segitségével is.
Léteznek mar az ion koncentraci6 vagy a pH sejten beliili, gyors valtozdsanak nyomon kdve-
tésére hasznalatos berendezések is. Szervetlen anyagok vizsgalatara elsdsorban az elektroni-
kai iparban, a félvezeté ostyak szennyezdinek detektalasara hasznaljak fel. A fluoreszcencia
mikroszkopia fejlédése szorosan Osszefiigg a fluoreszcens festékek palettajanak boviilésével,
ugyanis megfeleld (szelektiven k6t6do, intenziv fénykibocsatasu) festékek alkalmazasa, alap-
vetd kdvetelmény a kontraszt eléréséhez.

Visszaszort fény mikroszkopia: atlatszatlan targyak vizsgalata csak visszaszort fény-
nyel lehetséges. Eleinte tobbségében fémes vagy félfémes mintdk vizsgalatanal hasznaltdk a
fels6 megvilagitast, ezért mas néven metallografiai mikroszkdpoknak is hivjak ezeket az esz-
kozoket. Ez esetben a megvilagitas és a megfigyelés ugyanazon iranybol torténik. Mivel mar
kis nagyitasok esetén is olyan kozel van az objektiv a mintdhoz, hogy a kiils6 megvilagitas
nem képes egyenletesen beteriteni a mintét, ezért az ilyen mikroszkopoknal az objektiv koz-
vetlen kornyezetébdl vagy egyenesen az objektiven keresztiil torténik a megvilagitas. Ez
utobbi esetben az objektivnek kettds feladatot kell ellatnia: egyrészt a megvilagito fény atha-
ladasanal kondenzorként kell miikddnie, masrészt a mintardl visszaverddd fénysugarakat to-
vabbitani kell a szemlencséhez. A visszaszort fénymikroszkopiaban a fény abszorpcidja és a
beesd sugarak diffrakcidja révén jelentdsebb a mintdk kontrasztja, mint az atmend fény eseté-
ben. Emiatt sokszor nincs is sziikség kiilon kontrasztnovelési technikak alkalmazasara. A fel-
hasznalasi teriilete ezeknek a berendezéseknek nagyon széleskorii. Ide tartozik a fémek, 6tvo-
zetek, ércek, dsvanyok, kerdmidk szamos polimer, papir és mezdgazdasagi/biologiai mintak
morfologiai vizsgalata, de nagyon fontos a félvezetd és gépiparban betdltott szerepiik is (fél-
vezetO szilicium ostya gyartas, alkatrész mindség-ellendrzés, mérdmikroszkopia).

1.6.  Digitalis képalkotas és elemzés a mikroszképiaban

Az elmult néhany évtizedben a digitalis kamerak robbanésszert fejlédésen mentek ke-
resztiil. Kozel 40 kiilonbozd gyartd kindlja termékeit vilagszerte a legkiilonbozobb igényeket
kielégitve. A miikodési elv egyszerli: az objektiv lencserendszere altal felnagyitott képet va-
lodiva alakitjuk és egy érzékeldre vetitjiik ernyd és film felhasznalasa nélkiil. Bar az érzéke-
16kben megtalalhat6 pixelek szama (amik a rajuk es6 fény érzékelésére képesek), évrol évre
novekszik, a manapsag alkalmazott chipekkel elérhetd felbontas elmarad a fotopapir mindsé-
géhez képest. Ennek ellenére a digitalis technologia 1étjogosultsaga a mikroszkdpia teriiletén
is bizonyitott. Ez kdnnyen belathat6 akkor is, ha csak néhany példat emlitlink, ami a szamitas-
technika és a mikroszkopia 6tvozése révén jon létre: digitalis adattarolas, keresés, archivalas
lehetdsége; a képi informacidk gyors és egyszerli kinyerése (szdmtalan mérési, dsszehasonli-
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tasi lehetdség, kvalitativ és kvantitativ kiértékelések), mindezek automatizalasa; videofelvéte-
lek készitése, automatikus fokuszkeresés stb.

Bar korabban, a digitalis mikroszkopia kezdetén (80-as évek) az elektronikus kamerak
piacén jelen voltak az egyszerl és olcsd megoldast kinal6 csékamerdk (Vidicon csalad) a 90-
es évektol kezdve felvaltottak éket az akkor rohamos fejlédést mutatdé CCD (charge coupled
device = toltéscsatolt eszkoz) érzékeldvel ellatott kamerdk. Egy CCD érzékelé minden egyes
pixele képes a raesé fénysugar hatasara 1étrejovo toltést (fotoelektromos effektus) tarolni a
besugarzas megsziinését koveto jelkiolvasasig. A CCD-k elény0s tulajdonsaga a kis torzitas, a
nagy érzékenység €s a valaszjel nagyfoku linearitasa. Bar a videokamerak hétkoznapi elterje-
dése a CCD-k megjelenésének koszonhetd hatranyuk, hogy az érzékelok mitkddtetéséhez
sziikséges segéd aramkorok szama meglehetdsen nagy €s ez bonyolitja, dragitja a gyartast.
Emiatt a digitalis képalkotasban a jovében fokozatosan felvaltja ket a CMOS (complemen-
tary metal oxide semiconductor) vagy mas néven”camera on chip” technologia. A CMOS
eszkozok gyartasa relative gazdasagos €s a mikroprocesszorok vagy a memoriakartyak teriile-
tén megjelend folyamatos 0jitasok viszonylag konnyen adaptalhatok a szenzorokba.

A CMOS ¢érzékel6 mitkodése ugyanazon a fotoelektromos effektuson alapul, mint a
CCD-¢, de a hasonlosag itt véget is ér, hiszen a toltéskép-kiolvasas maddja, a jelfeldolgozo
aramkorok kialakitasa, a szinszlirési modszer, a félvezetd technologia mar jelentds miiszaki és
gyartastechnologiai eltéréseket mutat. A CMOS integralt aramkor kozepén is egy optikai ér-
z€keld talalhato, amely periodikus matrixba rendezett, fénysziirokkel egybeépitett, kiilonallo
fotodiodakbol all. Minden egyes pixel
z01d, kék és piros szinszlir6kkel ellatott fo-
todiodakat tartalmaz hasonléan a CCD-
khez. A CMOS-nal azonban minden pi-
xelhez kiilon jelerdsitd tartozik és a foto-
nok 4altal a diddakban gerjesztett jel is
egymastol fiiggetleniil olvashato ki a pixe-
lekbdl. Ez a fiiggetlen erdsités jelentsen
noveli az érzékeld teljesitményét (kisebb
zaj ¢és torzitds). Az egymastol fliggetlen
jeler6sitésbol fakadd kis eltérések és a
CMOS szenzor CCD-vel szembeni kisebb
fényérzékenysége (egyelore a CMOS
szenzorok kisebb teriiletiek) azonban
rontja a képmindséget. Mindezek ellenére
a CMOS szenzorok felépitésiiknél fogva a
CCD-k tobb hatranyos tulajdonsagat is ki-
kiiszobolik, igy tovabbi terjedésiik varhato
a jovoben.

14. abra Egy CMOS szenzor felépitésének semati-
kus rajza

1.7. Mintakészités

Az optikai mikroszkopiaban hasznélatos mintakészitési (vagas, preparalas, szinezés,
kontrasztositds stb.) modszerek részletes ismertetése és Osszefoglalasa a szertedgazd tudo-
manyagak miatt enciklopédiai méreteket Oltene, igy a jegyzet keretein beliil csak néhany alta-
lanosan hasznalt technikat mutatunk be.

12
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Az optikai mikroszkopia elénye, hogy sok esetben egyaltalan nem vagy csak nagyon
egyszeri minta-elokészitést igényel (0sszevetve az elektronmikroszkopos €s atomi eré mik-
roszkopos modszerekkel). Kiilonb6z6 porok és szalak vagy tombi mintak morfologiai vizsga-
latdhoz elegendd azokat egy mintatartora vagy targylemezre helyezni és azonnal vizsgalhatok
atmend fényben vagy reflexios tizemmodban. Kis szemcseméretii anyagok (polimer porok,
pigmentek, asvanyi anyagok porai stb.) aggregatumokat képezhetnek, igy ezekbdl szuszpen-
ziok készitése és targylemezre cseppentése a legcélszeriibb.

Tombi mintdk belsd szerkezetének vizsgalatat elvégezhetjiik toret feliiletek 1étreho-
zasaval (szobahémérsékletii vagy fagyasztva torés). Kiilonboz6 asvanyok, polimerek, fémek
¢és fémotvozetek kristaly vagy fazisszerkezetének vizsgalata is elképzelhetd toret feliileteken,
de a torés soran létrejovo egyenetlen feliilet a hagyomanyos fénymikroszkopok kis mélység-
¢lessége miatt megneheziti részlet gazdag képek készitését. Ez digitalis mikroszkopok hasz-
nalataval részben megoldhat6, ugyanis a kiilonb6z6 targyasztalmagassagokban készitett felvé-
telek megfelel6 szamitasi kapacitas mellett, akar harom dimenziés képekké is konvertalhatok.
Ennél altalaban olcsobb és konnyebben hozzaférhetd megoldas csiszolatok készitése. Ezek
eléallitasahoz kiillonb6z6 mitkddési elvi csiszolod berendezések szerezhetok be, amelyek elté-
ré finomsagu csiszold vasznakkal szerelhetdk fel a jobb feliilleti minéség eléréséhez. Moder-
nebb berendezések ipari gyémant porokat is hasznalnak polirozott feliiletek 1étrehozasara.

Porézus mintdk (pl. habok, membranok), biologiai szervezetek belsd szerkezetének
vizsgélatara a mintakbodl olyan vékony szeleteket kell vagnunk, amelyek atvilagithatok a mik-
roszkop alatt. Ez a vastagsag fligg a minta anyagatol és szerkezetétdl, de az esetek tobbsége-
ben né¢hany tiz mikrométernél vastagabb szelet mar nem vilagithato at. A legegyszeriibben
egy ¢éles pengével készithetliink metszeteket, de ez csak kevés mintanal valdsithatdé meg és
reprodukalhatosaga nagyon rossz. A metszés torténhet mikrotommal is. A mikrotomban egy
elektronikusan vezérelt mechanikus szerkezet, €les kés segitségével adott vastagsagu szeletet
vag le a mintdbol. A kések anyaga lehet fém, liveg vagy akar gyémant is. A kés anyaganak
keménysége nyilvanvaldan limitdlja az elvaghatd minta anyagi mindségét. A kapott szeletek
mindségét befolyasolja a metszet teriilete, a vagas sebessége, a kés ¢l- és mintafeliilettel be-
zart szoge, valamint a metszetkészités homérséklete. A mikrotomos vagashoz altalaban be
kell 4gyazni a mintat egy matrixba, annak érdekében, hogy a vagashoz megfeleld szilardsag-
gal rendelkezzen. A leggyakrabban alkalmazott beagyazé szerek a paraffin, az epoxigyanta
vagy az akril polimerek. A szelet vastagsagat gyakorlatilag az alkalmazott kés ¢lessége, a
hoémérseklet és a mikrotom szerkezetének precizitasa szabja meg. Egy modern, precizids me-
chanikaval szerelt, folyékony nitrogénnel hiithetd ugynevezett ultrakriomikrotémmal akar 50
nm vastagsagu szeletek is készithetok, amelyek mar transzmisszios elektronmikroszkopiaval
is vizsgalhatok. Ezeknek a berendezéseknek az ara azonban mar dsszevethetd egy jol felsze-
relt mikroszkopéval. Fénymikroszkopias vizsgalatra az 1 mikrométer vastagsagli szelet mar
tobb mint elegendd, de alacsony livegesedési hdmérsékletii polimerek és elasztomerek vizsga-
latanal a htithetd mintatér nagyon hasznos.

A fénymikroszkopias minta-elokészitések koziil, talan a bioldgiai mintak preparalasa a
legosszetettebb. Egy egyszerii nytizat készitése utdn is szdmos kiegészitd 1épés sziikséges az
eredeti mintakép megdrzéséhez (fixalas, de/rehidratalés, szinezés) és ezt sok esetben beagya-
zassal, metszetkészitéssel vagy keményebb anyagok (csont, fog) esetén csiszolat készitéssel
kell kombinalni.
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1.8. Demonstracios mérési feladatok

1.8.1. Fénymikroszkop és minta-elokészitése

— A hagyomanyos fénymikroszkop ¢és digitalis mikroszkop felépitésének dsszehasonlitasa.
— Ultrakriomikrotom felépitésének és mitkodésének megismerése.

1.8.2. Kontraszt novelési technikak

— Polarizéacios optikai mikroszkopia (POM) alkalmazhatosaganak bemutatasa kettdstord
mintdk (polimer kristalyok, faliszt kompozitok) vizsgalatan keresztiil.

— A faziskontraszt technika (PHACO) és a kontrasztndvelés hatasanak bemutatasa akrilat-
kopolimer gyongyok vizes szuszpenzidjanak tanulmanyozésa soran.

1.8.3. Digitalis optikai mikroszképia

— 3D-s képalkotas és navigéacio végrehajtasa kiilonbozd alkatrészeken, az elkészitett képek
mindségellendrzésre vald felhasznélasa

— Poliuretan hab pérusszerkezetének tanulmanyozésa és a cellaparaméterek mérése.

— Automatizalt szemcseméret analizis végrehajtasa dsvanyi toltdanyagon és celluloz szalon.
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