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M. Zglav

MIKROSKOP, opticki instrument koji stvara poveéanu
sliku predmeta. Slika se moze promatrati izravno, na ekranu
za projiciranje, ili se moze snimati fotografskim aparatom, film-
skom ili televizijskom kamerom. Pri tom se primjenjuje svjetlost
ili blisko ultraljubicasto i infracrveno zraCenje. Uzorci mogu biti
prozirni i neprozirni. Mo¢ razluéivanja optickog mikroskopa,
a time i korisno povecanje, ograni¢eno je valnom duljinom
upotrijebljene svjetlosti.

Naziv mikroskop potje¢e od grékih rije¢i pikpog mikros
malen i okoméw skopeo gledam.

Ve¢ je u starom vijeku bilo poznato povecavanje slike predmeta pomocu
optic¢kih le¢a i staklenih kugla napunjenih vodom. Prvi zapis o tome iz 1000. g.
opisuje pokuse Arapina Ibn Al-Haithama (polatinjeno Alhazen) s malim segmen-
tima staklenih kugla. Engleski filozof i prirodoslovac R. Bacon otkrio je (1267)
da mali segmenti staklenih kugla, kao stakla za povecavanje, pomazu osobama
slabijeg vida. Tako su nastale naocale. Priblizno tri stoljea poslije toga nema
vecih doprinosa u razvoju le¢a. Poslije tog razdoblja radilo se na sustavima
za povecanje s dvije lece (leca bliza predmetu nazvana je objektiv, a druga,
bliza promatracu, okular). To je osnova za sloZzene danasnje mikroskope. Ne zna
se sa sigurnoscu tko je pronalaza¢ mikroskopa. Prema nekim izvorima smatra
se da su to otac i sin, Hans i Zacharias Jansen iz Middelburga (Nizozemska,
1590) pronalazaci teleskopa. Objektiv i okular nisu tada €inili cjelovit sustav,
ali je bilo poznato da se promjenom njihove medusobne udaljenosti teleskop
moze upotrijebiti i kao mikroskop. Prema drugim izvorima, za otkriée mikro-
skopa je zasluzan Cornelius Jacobszoon Drebbel (1572—1634) iz Alkmaara.
U prvoj polovici XVII st, s razvojem leéa s veéom moci povetavanja, sve se
viSe upotrebljavao jednostavni mikroskop, nazvan lupa. U pocetku lupa se upo-
trebljavala vise nego sloZzeni mikroskop, jer je njegova upotreba bila ograni¢ena
zbog velikih kromatskih aberacija. A. van Leeuwenhoek (1632— 1723), nizozemski
brusa¢ stakla, veoma je zasluZzan za razvoj jednostavnih mikroskopa. On je
leéom promjera 1mm postigao povecanje do 270 puta i pomocu nje otkrio
infuzorije, eritrocite, bakterije i dr. Dalja otkria u anatomiji postigao je M.
Malpighi (1628— 1694), talijanski lije¢nik i prirodoslovac, koji se smatra i
osnivatem mikroskopske anatomije. R. Hook (1635) konstruirao je sloZeni
mikroskop veoma dobrih kvalitf ta. On je prvi upotrijebio umjetno svjetlo,
uljnu svjetiljku, kojom je prekc staklene kugle ispunjene vodom i sabirne
le¢e osvjetljavao uzorak. Tada rije bila poznata moguénost otklanjanja kro-
matske aberacije. Zbog toga su se poboljSanja odnosila uglavnom na mehanicki
dio i nacin osvjetljivanja. Tako j; Divine iz Rima konstruirao cjelovit mikro-
skopski sustav od vise ¢vrsto povezanih leéa. S. J. i J. J Muschenbroek
upotrijebili su sustav izmjenljivih le¢a razli€itih fokusa i poboljsali mehanicki
dio mikroskopa. C. A. Tortona primijenio je metodu prosvjetljivanja uzorka,
a F. Bonnani, iz Italije, optitku Kklupu i uredaj za osvjetljivanje. N. Hartsoker,
iz Nizozemske, konstruirao je mikroskop od dva spojena tubusa. U jednome
su izmjenljive lee i zasun objektiva, a u drugome ostale le¢e i sustav za
osvjetljivanje. IzoStrava se pomocu navoja na tubusu. J. Marshall (oko 1700.
god.) konstruirao je mikroskopski sustav koji se moZe zakretati i naginjati
ovisno o promatranju uzorka. Sredinom XVIII st. prestaje dominacija jedno-
stavnih mikroskopa nakon $to su postavljeni teorijski temelji akromatizacije.
L. Euler (1771) postavio je teorijsku osnovu akromata, a nakon toga je N.
Fueb proraunao akromatski objektiv, a F. G. Beeldsnyder ga je prvi konstru-
irao. Novo razdoblje u razvoju tehniCke optike otvorio je J. Fraunhofer
(1787— 1826). On je ispitivao svojstva stakala i proucavao utjecaj njihove kom-
binacije na disperziju svjetlosti. Definirao je standardne valne duljine (tzv.
Fraunhoferove linije) kojima se opisuje disperzijsko svojstvo razli¢itih vrsta
stakla. Time je olakSano prerafunavanje akromatskih sustava. Sellique (1824)
zajedno s J. i C. Chevalierom (ocem i sinom) Konstruirali su mikroskop
od viSe parova akromatskih le¢a spojenih u nizu po prvi put kanadskim
balzamom, €ime su postigli znatna poboljSanja. G. B. Amici (1786— 1863), osim
slaganja akromatskih parova le¢a razli¢itih Zarisnih daljina u kompaktni sustav,
nacinio je i objektiv s korekcijom pogreske pokrovnog stakla. Njegovi suhi
objektivi s polukuglastom prednjom le¢om nadmasili su sve prijasnje objektive.
Takoder je prvi poceo upotrebljavati imerzijsku tekucinu. A. Ross (1837) uvodi
korekcijske prstene za razliite debljine pokrovnog stakla. Zahvaljujuéi svim
tim poboljsanjima, jednostavni je mikroskop izgubio prednost i upotrebljavao
se samo za slaba povecanja. Razvoj kemije pridonosi daljem razvoju mikroskop-
ske tehnike, zahvaljujuéi bojilima kojima su se preparirali uzorci. Uvodenjem
homogene uljne imerzijske tekucine i Abbeova aparata za osvjetljivanje postize
se znatno poboljSanje u mikroskopskoj tehnici.

Za dalja otkriéa u citologiji, histologiji i bakteriologiji bili su potrebni
mnogo kvalitetniji mikroskopski sustavi. Novo razdoblje u razvoju mikrosko-
pije pocinje pojavom njemackog matematicara i fizicara E. Abbea (1840— 1905),
koji je razradio teoriju stvaranja slike mikroskopom. Potpuno je prorafunao
opti¢ki sustav i definirao mo¢ razluCivanja mikroskopa kao funkciju valne
duljine svjetlosti i numericke aperture. Abbe upotrebljava i le¢e od specijalnih
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kristala kao novu vrstu optickog medija. Proracunao je i prvi apokromatski
objektiv. Za razliku od akromatskog objektiva, koji je korigiran samo za dvije
boje, apokromatski je korigiran za tri boje. Zahvaljuju¢i Abbeu kao teoreti¢aru
i C. Zeissu kao izvodatu mnogo su poboljsana optitka svojstva mikroskopa
i razradeni postupci za serijsku izradbu visokokvalitetnih mikroskopskih objek-
tiva. Daljem poboljsanju mikroskopske slike pridonijela je upotreba zragenja
kra¢ih valnih duljina, i to najprije ultraljubi¢astog, kasnije rendgenskog, a-
zatim slijedi i upotreba elektronskog snopa. Budu¢i da obi¢no staklo ne
propusta ultraljubicasto zracenje, M. Rohr (1902) upotrijebio je specijalni objek-
tiv od taljenog kremena, korigiran samo za uski snop valnih duljina. Zbog
toga se moZze upotrebljavati samo monokromatsko zragenje. Upotrebom zra-
¢enja valne duljine ~ 260 nm mo¢ se razluéivanja udvostrucuje. Pocinje se upo-
trebljavati i tehnika s tamnim poljem. Tada u objektiv dolazi samo svjetlost
s uzorka, a ne dopire izravno pobudno zratenje.

Poseban je postupak mikroskopije tamnog polja ultramikroskopija prema
H. Siedentopfu i R. Zsigmondyju, koja je omogudila proucavanje koloida.

H. F. Talbot (1834) konstruirao je prvi polarizacijski mikroskop. Osni-
vatem polarizacijske mikroskopije neprozirnih uzoraka smatra se americki
metalurg W. Campbell, koji je ve¢ 1906. sistematski istraZivao rudace. Prvi
takav mikroskop je razvio M. Berek (1914). Paralelno s polarizacijskom mikro-
skopijom razvija se i mikroskopija metala. Ve¢ 1863. H. C. Sorby i F. H.
Wenham razvijaju vertikalni iluminator. H. Le Chatelier razvija metalurski
mikroskop inverznog tipa. Pofetkom XX st. smatralo se da je razvoj mikro-
skopije, a osobito mikroskopske optike, zaklju¢en upotrebom apokromata i uljne
imerzijske tekucine. Da to nije tako, pokazalo je otkriée faznog kontrasta,
za koje je zasluzan nizozemski fizicar F. Zernike (Nobelova nagrada 1953).
Zahvaljujué¢i faznom kontrastu mogle su se prozirne Zive stanice promatrati
bez ostecenja.

Pri fotografiranju akromatima i apokromatima mogao se izostriti samo
sredidnji dio slike, dok je ostatak slike, zbog zakrivljenosti polja slike, ostao
neostar. H. Boegehold (1938) uspio je izravnati zakrivljenost polja slike. U tu
svrhu su razvijeni planobjektivi kao $to su planakromati i planapokromati.
Od mikroskopskih postupaka koji su u posljednjim godinama imali osobito
znacenje treba jo§ spomenuti fluorescentnu i interferentnu mikroskopiju te mikro-
fotometriju. Ve¢ na temelju prvih opaZzanja vlastite fluorescencije u ultralju-
bi¢astom mikroskopu izgradili su C. Reichert i O. Heimstadt (1911), te C.
Zeiss i H. Lehmann (1913) prvi prakti¢ni fluorescentni mikroskop s elektri¢nim
lukom kao svjetlosnim izvorom. Ta mikroskopska metoda omogucuje dokazi-
vanje i veoma malih koli€¢ina neke tvari koje bi fluorescirale osvijetljene zrakama
kratkih valnih duljina (plavi i ultraljubi¢asti dio spektra). Buduci da je vlastita
fluorescencija neznatna, nisu dobivene svijetle fluorescentne slike. Ako, medutim,
u uzorku ne postoje fluorescentne tvari, moze se Cesto preparat obogatiti
fluorokromima, kako bi se povecala svjetlina slike, odnosno dokazala neka tvar
u uzorku. S tim u vezi je uvodenje vitalne fluorescentne mikroskopije (P.
Ellinger i H. Hirt, 1929), fluorokromiranje (H. Haitinger, 1938), akridinoranZ
kao vitalni fluorokrom (S. Strugger, 1944) i otkrice imuno-fluorescencije (A. H.
Coons i M. H. Kaplan, 1950).

Interferentni mikroskop relativno je star; ve¢ je Sirks (1878) opisao prvi
interferentni mikroskop za prolazno (transmitirano) svjetlo. Kasnije, otprilike
tridesetih godina naseg stoljea primjenjivana je interferentna mikroskopija za
kontrolu obradenih povrsina (interferentna mikroskopija neprozirnih uzoraka).
Tek je pomocu novih postupaka za izradbu le¢a u posljednjih tridesetak godina
omogucena konstrukcija interferentnih mikroskopa za prozirne i neprozirne
uzorke.

OPTICKI SUSTAV MIKROSKOPA

Opticko poveéavanje slika postize se leéama i zrcalima.
Obi¢no se mikroskop tumaci pomocu leéa, a ne pomocu zrcala.
To je vjerojatno zbog toga S$to su prvi jednostavni mikroskopi
bili dioptrijski, tj. s leéama, a i zbog toga S§to je velina da-
nasnjih mikroskopa dioptrijskog tipa.

Princip optickog povetavanja. Lece kao i zrcala mogu biti
konvergentne i divergentne (v. Optika). Pomocu konvergentne
leée moze se preslikati promatrani predmet. Slika, $to ovisi
0 udaljenosti le¢e od predmeta, moze prema dimenzijama biti
jednaka predmetu, manja ili veéa od predmeta, a prema svojoj
prirodi moze biti realna (moze se uhvatiti na zastoru) i virtualna
(moze se promatrati okom gledajuéi kroz lecu).

Kad se Zeli dobiti realna povecana slika predmeta, on mora
biti udaljen od le¢e jednu do dvije zariSne daljine. Slika je
tada obrnuta (si. 1). Omjer duljine B predmeta na slici i
duljine predmeta A jednak je omjeru udaljenosti slike / i

SI. 1 Opticka shema stvaranja realne slike konvergentnom le¢om.

Le¢a je prikazana pojednostavnjeno kao tanka le¢a. Pomocu

stvarnih le¢a slika se konstruira prema glavnoj ravnini lece, ali je

princip konstrukcije isti (v. Optika); P predmet, S slika, F Zariste,

/ Zari$na daljina, p udaljenost predmeta od lece, / udaljenost slike
od lece, A visina predmeta, B visina slike
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udaljenosti predmeta p od lefe, a naziva se linearnim pove
¢anjem m:
B |

A p'

@

Kad je udaljenost predmeta od lete manja od ZariSne daljine,
slika je virtualna, povecana i uspravna (si. 2). Ako je predmet
u zaristu, slika je u beskonacnosti.

SI. 2. Optitka shema stvaranja virtualne slike konvergentnom le¢om.
Kada je predmet u Zzaristu, slika u je u beskonatnosti. Oznake su
kao na si. 1

Povecalo (lupa). Kad se Zele proucavati sitne pojedinosti
na predmetu, predmet se prinosi blize oku. Tada se poveca
kut pod kojim se vide pojedinosti. Predmet je moguce pribli-
Ziti oku do neke minimalne udaljenosti; daljim priblizavanjem
predmet se vidi sve manje oStro, jer je oko samo ogranieno
sposobno za prilagodivanje. Minimalna udaljenost predmeta od
oka dok je slika jo§ oStra naziva se udaljenoS¢u jasnog vida.
Za zdravo oko dogovorno se uzima da je ta udaljenost
10 - 25cm. Da bi se mogle promatrati pojedinosti sitnije od onih
koje se vide na udaljenosti jasnog vida, upotrebljavaju se opticka
pomagala. Povecalo ili lupa je najjednostavnije takvo pomagalo
koje se naziva jo$ i jednostavnim mikroskopom.

Povecalo je konvergentna le¢a. Pri promatranju povecalo se
postavlja tik do oka, a promatra se virtualna slika predmeta
koja nastaje izmedu udaljenosti jasnog vida i beskonacnosti.
Kutno povecanje povecalay omjer je tangensa kuta u' pod kojim
se vidi predmet kroz povecalo i tangens kuta u pod kojim se
vidi predmet na udaljenosti jasnog vida (si. 3), pa je

tani/

— 2
Y= tanu (22)

SI. 3. Prikaz djelovanja povecala, a predmet promatran okom na

daljini jasnog vida vidi se pod kutom u, b promatranjem istog

predmeta kroz povecalo vidi se povecana slika predmeta koja je na

udaljenosti jasnog vida pod ve¢im kutom, u' > u, c slika je u besko-
nacnosti kad se predmet nalazi u Zzaristu

MIKROSKOP

Iz geometrijskih odnosa na si. 3 dobiva se da je tanw'=

Y a tanW:—y, pa je kutno povecanje povecala
*0

3
- (2b)

gdje™ je 10 udaljenost jasnog vida, a/ ZariSna daljina.

Sto je Zari3na daljina manja, poveéanje je veée. Tako bi se,
naizgled, uz smanjivanje ZariSne daljine, moglo postiéi bilo koje
poveéanje. Medutim, zbog aberacije obi¢ne lece (v. Optika) i
zbog konacnih dimenzija slogova le¢a (si. 4), moguce je postici
najvece poveéanje od ~25 puta uz kvalitetnu sliku.

SI. 4. Tipovi povecala: a bikonveksno, b dublet,
¢ Coddingtonovo, d Hastingsov triplet, e akromat

Slozeni mikroskop. Veéa povecanja od onih koja se mogu
posti¢i povecalom postizu se pomocu optickog sustava nazva-
nog sloZeni mikroskop ili, jednostavno, mikroskop.

U principu mikroskop se sastoji od dviju leéa od kojih
svaka povecCava sliku predmeta. Leca blize predmetu naziva
se objektivom, a ona blize oku okularom. Objektiv stvara realnu
povecanu sliku predmeta u ZariSnoj ravnini okulara.

Okular djeluje kao povecalo i ono od realne slike stvara
virtualnu poveéanu sliku u beskonacnosti (si. 5). Udaljenost
g izmedu straZznjeg ZariSta objektiva i prednjeg ZariSta okulara
zove se opticka duljina mikroskopske cijevi.

SI. 5. SloZzeni mikroskop. Objektiv stvara realnu poveéanu sliku predmeta
u Zzarisnoj ravnini okulara. Okular stvara od te slike virtualnu sliku u
beskonagnosti

Ukupno kutno povecanje M mikroskopa definira se kao om-
jer tangensa kuta w pod kojim se vidi kona¢na slika i tangensa
kuta u pod kojim se vidi predmet na udaljenosti jasnog vida 10:

3.
tanw (3.
N ) . . \4
Iz geometrijskih odnosa na si. 5 dobiva se da je tanw = —,
tanu’:/—, pa je fo
J2
, 3b
y (3b)
gdje jeyvisinapredmeta, / visina slikestvoreneobjektivom,

a f2 ZzariSnadaljinaokulara. Prvi ¢lan je linearno povecanje
objektiva (1), a drugi kutno povecéanje okulara (2b), pa je ukupno
povecéanje mikroskopa jednako umno$ku linearnog povecanja
objektiva i kutnog poveéanja okulara

(3¢0)

Naizgled, viSestrukom kombinacijom takvih opti¢kih sustava
moglo bi se posti¢i bilo koje poveéanje. Medutim, nakon nekog
povecanja, daljim poveéanjem ne razlu€uju se vise fine pojedinosti
uzorka. Zbog toga za optiCki mikroskop nije bitno koliko

M =my.
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se povecanje moze posti¢i, nego koliko se male pojedinosti jo$
mogu razluciti, odnosno kolika je mo¢ razlu€ivanja.

Mo¢ razlu€ivanja. Valnom prirodom svjetlosti ograni¢ena
je moc¢ razlu€ivanja mikroskopa. To se vidi pri preslikavanju
toCkastog izvora le¢om realnih dimenzija kojoj su korigirane sve
aberacije (v. Optika). Slika toCkastog izvora nije toCka nego
svijetli disk (tzv. Airyjev disk) konaCnih dimenzija, okruzen
prstenima sve manje intenzivnosti (si. 6).

Amplituda

= 05 Intenzitet

Airyjev disk s prstenoyima

J L

SI. 6. Difrakcijska slika tot¢kastog izvora dobivena leéom realnih

dimenzija s korigiranim aberacijama. Slika to¢kastog izvora nije tocka,

nego disk (Airyjev disk) okruZen prstenima. Svjetlo je monokromatsko.

Funkcije koje opisuju raspodjelu amplitude i intenziteta po kutu
Besselove su funkcije prvog reda

Kutni polumjer Airyjeva diska A$ ovisi prema difrakcijskoj
teoriji (v. Optika) o valnoj duljini svjetlosti 2, polumjeru otvora
le¢e r0 i indeksu loma sredstva n\ pa je

A$ « Asin# = 0,61 @
n'r0

Pri promatranju dvaju bliskih tockastih izvora objektiv mik-
roskopa preslikava dva toCkasta izvora u dva Airyjeva diska
s prstenima. Prema Rayleighu (v. Optika) dva toCkasta izvora
moguce je razlu€iti kao dva odvojena izvora ako su njihove
slike koje stvara objektiv, tj. njihovi Airyjevi diskovi razmaknuti
na udaljenosti polumjera Airyjevih diskova, tj. ako maksimum
difrakcijske konture prvog toCkastog izvora pada u prvi mi-
nimum difrakcijske konture drugog tockastog izvora (si. 7).

SlI. 7. Graficki prikaz Rayleighova kri-

terija za razluCivanje dvaju tockastih

izvora (a) i slika dvaju to¢kastih iz-

vora na Rayleighovoj granici razlugi-
vanja (b)
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SI. 8. Djelovanje realnoga mikroskopskog objektiva sastavljena od
dva akromatska dubleta, n indeks loma sredstva u kojemu su
toCkasti izvori i prednja ploha objektiva, ri indeks loma sredstva
u kojem se formira slika. lzlazni otvor objektiva projicira se na
drugu glavnu ravninu H', u kojoj projekcija otvora ima polu-
mjer r0. $m maksimalni polukut svjetlosnog konusa koji izvire
iz to¢kastog izvora i pada na objektiv, xmjn minimalni razmak iz-
medu slika dvaju toCkastih izvora koji se nalaze na Rayleighovoj
granici razlu€ivanja, H i H' glavne ravnine objektiva, dmjn mini-
malni razmak dvaju tockastih izvora koji se jo§ razluuju kao dva
odvojena izvora

Ako se toCkasti izvori nalaze u sredstvu indeksa loma n,
koje dodiruje objektiv, svjetlosni konus koji izvire iz toCkastog
izvora i jo$ ulazi u objektiv ima polukut i9m (si. 8). Prema
difrakcijskoj teoriji, dva toCkasta izvora koja se prema Rey-
leighovu kriteriju jo§ mogu razluciti nalaze se na udaljenosti

0,6U
®)

nsin "
Recipro¢na vrijednost I/dmin zove se mo¢ razlu€ivanja mikro-
skopa, a odreduju je tri parametra: valna duljina zraenja,
indeks loma i kut svjetlosnog konusa.

Valna duljina zragenja. Sto je valna duljina kraéa, razlugivanje
je vece. To je ograniceno osjetljivoSéu ljudskog oka, koje vidi
najkraée valne duljine do 400 nm (ljubi¢asto). Upotrebom foto-
grafije i optoelektronickih pretvaraca osjetljivih na ultraljubicasto
podrucje spektra povecava se moé razlucivanja.

Jndeks loma sredstva u kojemu se nalaze prednja ploha ob-
jektiva i uzorak ograni¢uje mo¢ razlu€ivanja. On je pri imer-
zijskom postupku, tj. kad dielektricno sredstvo u kojemu se
nalazi uzorak dodiruje objektiv, ograni¢en do vrijednosti od
-1,5.

Svjetlosni konus koji pada na objektiv teorijski iznosi
$m= 90°. Medutim, ostvarena je vrijednost i9m= 72° pa je
sinb9m = 0,95.

Razmak je dvaju tockastih izvora koji se jo§ mogu razlugiti
jednak priblizno polovini valne duljine upotrijebljene svjetlosti.

Numericka apertura. Nazivnik u relaciji (5) vazno je svojstvo
mikroskopa. Zove se numericka apertura (zaslon, otvor) AN =
= rcsini9m Numericka apertura ispisuje se na objektivima uz
oznaku N.A. Relacija (5) za mo¢ razlu€ivanja moZe se izraziti
numerickom aperturom

“rrin

0,61/1
©®)

Numeri¢ka apertura mjera je moéi razlu€ivanja objektiva i op-
¢enito je najvazniji podatak pri izboru mikroskopskih objektiva.
Sli¢na je relativnoj aperturi (zaslonu) fotografskih objektiva (v.
Fotografija, TE 5, str. 532), a odnosi medu njima navedeni su
u tabl. 1.

Tablica 1

ODNOS NUMERICKE | NJOJ PRIPADNE
RELATIVNE APERTURE

Numeri¢ka apertura
mikroskopskog objektiva *

Relativna apertura
(zaslon) fotografskog

{An ili N.A) objektiva
0,10 /15,0
0,25 112,0
0,50 /11,0
0,65 110,77
1,0 /10,5

14 110,36
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SI. 9. Mikrofotografije istog uzorka snimljene s jednakim povecanjem, ali s razli¢itim numerickim aperturama. Zapaza se vise finih pojedi-
nosti s porastom numeritke aperture. lznad fotografija vide se kutovi konusa svjetlosnih zraka koje padaju na prednju le¢u objektiva

Velika numeri¢ka apertura nije potrebna samo da se dobije
veéa koli¢ina svjetla, Sto je potrebno za fotografske objektive,
nego u prvom redu zbog razlu€ivanja. Uz jednako povecanje
zapaZa se razlika u raspoznavanju sitnih pojedinosti pri proma-
tranju istog objekta objektivima vece i manje numericke aperture
(si. 9).

Imerzija. Mo¢ razlu€ivanjarazmjernaje indeksu loma sredstva
u kojemu se nalazi uzorak (5). Da bi se postiglo maksimalno
razlu€ivanje, upotrebljavaju se sredstva koja imaju veéi indeks
loma od zraka, npr. ulje s indeksom loma n —151. Takvo
povecanje moci razluc¢ivanja naziva se imerzijom (uranjanjem).
Osim povecanja razlucivanja, time se povecava i kut svjetlosnog
konusa koji izvire iz uzorka, a hvata ga objektiv (si. 10).

SifTi olf>jeViivas /
1 S

- ~

dnja 19" A /
Fex J0 10011 Hms) 11
irak

A% N e
Fokrovno staklog F j

%10 #1
vonromjHL

Hi2 e # # 1 #CLHEnD

SI. 10. Put svjetlosne zrake koja pada na objektiv, a suhi objektiv, b
imerzijski objektiv

Mo¢ razluCivanja oka. Ljudsko je oko prijamnik slike koju
stvara optiCki instrument, pa su vrlo vazne njegove opticke
mogucnosti kao nastavka opti¢kog instrumenta. Pri tom se misli
na zdravo ljudsko oko, s daljinom jasnog vida 250 mm, promjera
jabucice 25 mm, promjera zjenice 2mm (kad su najbolje korigi-
rane aberacije oka) i indeksa loma n'—1,33 stakline u oku.
Opazanje se izvodi uz svjetlost valne duljine A= 550nm, na
koju je oko najosjetljivije. Numeri¢ka apertura oka je umnozak
sinusa kuta pod kojim se s udaljenosti jasnog vida vidi polu-
mjer zjenice (R —1mm) i indeksa loma okolisa (zrak n —1,0),
pa je

/4n = nsini9m”~ 0,004. 7)
Prema Rayleighu razlu€ivanje oka iznosi
0,6U 0,61 -550 -10"9

= 8,4 -10“5m = 84 fjim,
0,004

ili zaokruzeno
z « 0,1 mm. (8)

Ljudsko oko razlu€uje dvije toCke ako su razmaknute ~0,1 mm
na udaljenosti jasnog vida. Kut pod kojim se vide tocke iznosi
~ |.. To znaCi da su na mreZnici oka slike dvaju to¢kastih pred-
meta razmaknute priblizno deset puta manje, zbog smanjenja li-
nearnih dimenzija pri preslikavanju (si. 11). Razmak ~0,01 mm
izmedu srediSta Airyjevih diskova na mreznici odgovara razmaku
¢unji¢a u fovei, §to znaci da je struktura oka dobro prilagodena
njegovu optickom razlu€ivanju. Daljim poveéanjem otvora zje-
nice povecava se numeri¢ka apertura, ali naglo pada kvaliteta
slike zbog povecéanja aberacija, pa se smanjuje mo¢ razlu€ivanja.

Sl. 11. Opti¢ka shema gledanja okom na udaljenosti jasnog vida. Transverzalne
dimenzije veoma su poveéane

Okular

SI. 12. Opticka shema za normalno poveéanje. Promjer izlaznog otvora mikro-
skopa jednak je otvoru zjenice oka

Normalno poveéanje. Kad je promjer izlaznog otvora mikro-
skopa jednak promjeru zjenice oka, smatra se da je povecanje
mikroskopa normalno. Linearno povecanje objektiva, prema
Abbeovu sinusnom uvjetu (v. Optika), iznosi

nsmu

M= s ©)

sinw
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gdje je u maksimalni upadni kut zrake iz uzorka na objektiv
mikroskopa, u" kut zrake pri izlazu iz objektiva, a n indeks loma
sredstva u kojem je uzorak. Kako je kut u" mali, prema si. 12
priblizno vrijedi

sinw"= — | (10)

gdje je R polumjer zjenice, a/ ZzariSna daljina okulara.

Normalno povecanje mikroskopa definira se prema (3c), uz
pretpostavku da su promjeri zjenice i izlaznog otvora mikro-
skopa jednaki, pa je uzevsi u obzir i (2b)

Mn= —nsmu.
= nsmu @)

Maksimalne numericke aperture iznose: za objektiv

'4 N,max(objektiv) = «Sinu, a za oko ¢ Nemexq(cko) = 'II'O, paje normalno

povecanje tih  maksimalnih numerickih

apertura

mikroskopa omjer

N, max(objektiv)

(12)
1N,max(oko)

Uz maksimalnu numeri¢ku aperturu oka, koja prema relaciji

(7) iznosi 0,004, normalno je poveéanje mikroskopa Mn=

= 250" Nektiv). Medutim, takav je rad s maksimalnim razlu-

Civanjem oka vrlo naporan. Mnogo je udobnije raditi s razlu-

Civanjem ~ 0,25 0,3mm na udaljenosti jasnog vida. Tada je
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SI. 13. lIzgled tzv. $kolskog mikroskopa. 1 okular, 2 tubus mikroskopa, 3 re-
volver s objektivima, 4 objektivi, 5 mehanicki stol, 6 zrcalo, 7 postolje mikro-
skopa, 8 regulator izoStravanja, 9 regulator nagiba

(ko) ~ 10~3, pajeM % 103AN(objektiv)- lako svako dalje pove-
¢anje ne pridonosi razlu€ivanju pojedinosti, ipak se upotreblja-
vaju i veéa povecanja, kada ima dovoljno svjetla, radi udob-
nijeg rada s mikroskopom. Tada izlazni otvor mikroskopa moze,
naime, biti veéi od promjera zjenice oka te malim pomicanjem
glave opazata nece oko izaéi iz svjetlosnog snopa koji dopire
iz okulara. Takoder, lak3e je pregledavati veéu sliku, iako ona
nema viSe pojedinosti.

MEHANICKI DIJELOVI MIKROSKOPA

Mehani¢ki dijelovi mikroskopa, kao §to su postolje, tijelo
mikroskopa, stol, revolver s objektivima i dr., nose opticke i
elektri¢ne dijelove mikroskopa. Prema gradi postoje vrlo jedno-
stavni mikroskopi, npr. Skolski mikroskopi (si. 13), sloZeniji
(si. 14) i vrlo slozeni, npr. istrazivacki mikroskopi.

SI. 14. Presjek suvremenog mikroskopa.
1 izlazni otvor (pupila) mikroskopa, 2
vertikalni foto-tubus (nastavak za foto-
-kameru), 3 okular, 4 regulator razmaka
binokulara prema razmaku zjenica, 5 dje-
litelj snopa s binokulamim sustavom, 6
tubus mikroskopa (optitka glava mikro-
skopa), 7 inklinacijska prizma (vizuelni
rad ili foto-mikrografiranje), 8 rucica za
pric¢vri€ivanje i otpustanje tubusa, 9 revol-
ver s objektivima, 10 objektiv, 11 drza¢
predmetnog stakla, 12 mehanicki stol
(predmetni stol), 13 kondenzor (akromat-
ski), 14 aperturna dijafragma, 15 prsten
za blokiranje pomicanja mehani¢kog stola,
16 pomocna le¢a, 11 regulator grubog izos-
travanja, 18 regulator finog izostravanja,
19 prsten za umetanje filtra, 20 koaksijalni
regulatori za horizontalno pomicanje me-
hani¢kog stola, 21 dijafragma svijetlog
polja, 22 voltmetar, 23 postolje mikro-
skopa, 24 glavni prekida¢, 25 zrcalo, 26
regulator napona Zarulje, 27 dodatni op-
ti€ki sustav u iluminatoru za veliko ili
malo povecanje, 28 kolektor, 29 toplinski
filtar (nepropustan za toplinski dio zra-
¢enja), 30 svjetlosni izvor (niskonaponska
volframska zarulja), 31 regulator dioptrije

28 29 30 za svako oko, za sve razmake pupila
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Postolje i tijelo mikroskopa. Mikroskop mora biti mehanicki
veoma stabilan jer se svaka vibracija objektiva mikroskopa
prema predmetu promatranja povec¢ava za povecanje mikroskopa.
Postolje mora biti masivno i ¢vrsto povezano s tijelom mikro-
skopa. U veéine mikroskopa za znanstvena istrazivanja dopus-
tene su maksimalne amplitude vibracija do 1 [xm izmedu poje-
dinih dijelova. Vibracije izmedu postolja i tijela mikroskopa
moraju biti jo§ manje. Zato suvremeni mikroskopi imaju masivne
i krute konstrukcije postolja i tijela mikroskopa.

Grubo i fino izoStravanje. Stariji tipovi mikroskopa imaju
nepomican stol na koji se postavlja predmet promatranja (pred-
metni stol), a izoStrava se pomicanjem tubusa mikroskopa.
Suvremeni mikroskopi imaju ucvri¢en tubus na tijelu mikro-
skopa, a predmetni je stol pomican.

Grubo se izoStrava zakretanjem para rucica za reguliranje.
Okretom regulatora stol se pomi€e nekoliko milimetara. Regu-
latorima se zakreCe zupcCanik koji pomice nazubljenu tracnicu
vezanu za predmetni stol. Tracnica je pricvrSéena na klizac
kugli¢nim leZajem.

Fino se izoStrava regulatorima koji su smjesteni koaksijalno
sregulatorima za grubo izoStravanje. Jednim okretom regulatora
stol se pomice za —0,1mm. To je izoStravanje uskladeno s
izoStravanjem objektiva velikog poveéanja, tj. do dubinske
oStrine od 0,2 jjim. Za tako precizno izoStravanje upotrebljavaju
se razli¢ite kombinacije zupCanika za reduciranje pomaka.

Revolver s objektivima. Svaki kvalitetniji mikroskop ima
objektive smjeStene u revolveru na kojemu ima mjesta za dva
do sedam objektiva (si. 15). Objektivi se mijenjaju zakretanjem

Sl. 15. Revolver s objektivima. Na njemu se nalazi niz
objektiva razli¢itih svojstava koji se u toku mikro-
skopiranja mogu mijenjati zakretanjem revolvera

revolvera. LeZaji moraju biti veoma precizni kako bi se os
svakog objektiva poklopila s osi mikroskopa kad se objektiv
postavi u radni poloZaj. Takoder je vazno da slika ostane oStra
ako se objektivi zamijene, tj. da jednom izoStrena slika ostane
oStra pri namjeStanju revolvera na bilo koji od objektiva.
Svojstvo da slika svakog od objektiva pada u ZariSte okulara
zove se parafokalnost.

Mehanicki stol je dio mikroskopa na koji se postavlja staklo
s predmetom (uzorkom). Ugradeni manipulatori omogucuju
brzo i precizno postavljanje uzorka u Zeljeni polozaj (si. 16).
Uzorak se moZe pomicati lijevo-desno (os x) i naprijed-natrag
(os y) pomocu nazubljenih tracnica postavljenih na pokretnu
plocicu stola i zup€anika pri€vr§éenih na manipulatoru. Za svaku
os (smjer) postoji skala s nonijem koji omogucuje ponovno
namjeStanje uzorka u vidno polje. Bolji mikroskopi imaju stol
koji se mozZe zakretati i oko osi mikroskopa. Klizni stol
posebna je vrsta stola koji se sastoji od gornje klizne ploCe
paralelne s donjom ¢vrstom plo€om. Gornja plo€a pliva na
sloju maziva i moze se rukom glatko i precizno dovesti u
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zeljeni polozaj. Takav se stol ne moze upotrebljavati kao meha-
nicki stol za sustavno istrazivanje, ali omogucuje brzo i jedno-
stavno namjeStanje uzorka.

SI. 16. Koaksijalni manipulatori na meha-
ni¢kom stolu. Pomoc¢u zupc€astog sustava
stol se pomice u dva medusobno okomita
smjera u ravnini stola. NamjeStanje se
kontrolira skalom s nonijem

OPTICKI DIJELOVI MIKROSKOPA

Opticki dijelovi mikroskopa izravno stvaraju ili doprinose
stvaranju slike. To su sustav za osvjetljivanje, kondenzor,
objektiv i okular, itd. (si. 17).

Sustav za osvjetljivanje

Da bi se postiglo maksimalno razlu€ivanje objektiva, treba
u objektiv uvesti toliki konus svjetlosti kolika je numericka
apertura objektiva. Zato se za osvjetljivanje transparentnih
uzoraka upotrebljava sustav za osvjetljivanje, sastavljen od
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kontrasta slike uzorka o aperturnoj dijafragmi,
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a potpuno otvorena aperturna dijafragma (slika je krvnih tjeleSaca slabo

kontrastna),- b aperturna dijafragma otvorena 2/3 (slika krvnih tjeleSaca ima najveci kontrast), ¢ aperturna dijafragma otvorena vise od polovice (zapaza
se difrakcijska slika krvnih tjeleSaca)

svjetlosnog izvora, kolektora svjetla, dijafragme svjetlosnog
polja, zrcala, aperturne dijafragme i mikroskopskog kondenzora
kojim se izoStrava svjetlosni snop. lako se pomocu aperturne
dijafragme kondenzora mozZe izoStravati konus svjetla kojemu
je numericka apertura jednaka numeri¢koj aperturi objektiva,
obi¢no seneupotrebljava puna numeri¢ka apertura osvjetljivanja,
jer se kontrast smanjuje kad numericka apertura osvjetljivanja
dostigne punu numeric¢ku aperturu objektiva. Za promatranje
visokokontrastnih uzoraka s vrlo sitnim pojedinostima nume-
riCka se apertura osvjetljivanja smanjuje do najmanje moguce.
Posebno, ako je uzorak bez kontrasta, tj. razlikuje se od
okolisa jedino razli€itim indeksom loma, primjenjuju se posebni
postupci kao S§to su fazni kontrast i interferentni kontrast.
Vrijednost numericke aperture osvjetljivanja kontrolira se po-
mocu aperturne dijafragme ispod kondenzora. Ovisnost slike
uzorka i kontrasta o aperturnoj dijafragmi prikazani su na
si. 18.

Izvor preslikan u

Sl. 19. Osnovni postupci osvjetljivanja mikroskopskog uzorka, a Kriticno osvjet-

ljivanje: pojedina totka izvora osvjetljuje pojedinu totku uzorka, tj. izvor je

preslikan u ravninu uzroka, b Kohlerovo osvjetljavanje: pojedina toc¢ka izvora

osvjetljuje cijeli uzorak, tj. izvor se preslikava u prednju ZzariSnu ravninu
kondenzora

Ako u sustavu za osvjetljivanje postoji dijafragma svijetlog
polja pomoc¢u koje se odabire osvijetljena povrsina dijela uzorka,
kondenzor treba namjestiti tako da oStro preslikava dijafragmu
svijetlog polja u ravninu uzorka. Taj otvor treba biti malo veci
od vidnog polja mikroskopa.

Postoji mnogo razli¢itih nacina osvjetljivanja, od kojih se
najée$¢e primjenjuju metoda kriticnog i Kohlerova metoda
osvjetljivanja.

Kriticno osvjetljivanje (Nelsonovo osvjetljivanje) jest osvjet-
ljivanje kad se svjetlosni izvor preslikava neposredno na uzorak
(si. 19a). Zbog toga treba da svjetlosni izvor ima jednoliku
svjetljivost po cijeloj povrsini. Takvo se osvjetljivanje primjenjuje
za velika povecanja, mikroprojekciju i fotomikrografiju, gdje je
potreban jak ijednoli¢an snop. Presjek snopa odabire se pomodu
aperturne dijafragme ispod kondenzora.

Kohlerovo osvjetljivanje danas zamjenjuje kriticno jer ima
niz prednosti. Primjenom Kohlerova osvjetljivanja sjajna se
ploha izvora pomocu sustava leéa kolektora preslikava na ulaznu
ravninu kondenzora gdje je smjeStena aperturna dijafragma
(si. 19b). Njenim se otvaranjem i zatvaranjem mijenja kut
svjetlosnog konusa kojim se osvjetljuje uzorak (si. 20). Prednost
je u tome Sto postoji dijafragma svijetlog polja izvora, a nje-
zinim se otvaranjem i zatvaranjem mijenja povrSina osvijetljenog
dijela uzorka. Kondenzor preslikava dijafragmu polja izvora u
ravninu uzorka, a ne samu sjajnu povrSinu izvora, kao Sto je

SI. 20. lzgled svjetlosnog snopa pri izlasku iz uzorka. Mijenjanjem otvora
aperturne dijafragme svjetlosni konus moZze imati: a ve¢i kut za objektive
velike numeritke aperture (maksimalno otvorena aperturna dijafragma), b manji
kut za objektive male numeritke aperture (minimalno otvorena aperturna
dijafragma). Mijenjanjem otvora dijafragme svijetlog polja promjer snopa moze
biti: ¢ Sirok za slabe objektive s velikim vidnim poljem (maksimalno otvore-
na dijafragma), d uzak za jake objektive s malim vidnim poljem (minimalni
otvor dijafragme)
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to kod kriti€nog osvjetljivanja. Svaka to¢ka svjetlosnog izvora
osvjetljuje cijelu povrSinu uzorka, pa se kao izvor moze upo-
trijebiti povrSina nejednolike svjetljivosti, npr. Zarulja sa spiralom.
| tada ¢e povrSina uzorka biti jednoliko osvijetljena. Tako je
prosSirena moguénost izbora svjetlosnih izvora. M. Berek je po-
kazao da su oba sustava teorijski jednaka u moéi razluivanja.

Kondenzor. Svrha je kondenzora da jednolikim i odredenim
snopom osvijetli uzorak. Uglavnom se upotrebljavaju Abbeov
i akromatski kondenzor.

Abbeov kondenzor sastoji se od dviju leéa. Gornja je polu-
kuglasta, donja bikonveksna (si. 21a). Kad se primjenjuje po-
stupak imerzije, numeri¢ka apertura Abbeova kondenzora, iz-
nosi 1,3, te time pokriva najve¢e numeriCke aperture akro-
matskog objektiva, a ZzariSna je daljina dovoljno velika da

Predmetno staklo sa uzorkom

Sl. 21. Kondenzori za prozirne uzorke, a Abbeov kondenzor, b kon-
denzor s promjenljivim Zaristem (Abbeov kondenzor s pomi¢nom
donjom le¢om), ¢ akromatski kondenzor

MIKROSKOP

pokrije vidno polje slabog objektiva koji povecava deset puta.
lako nema korigiranu sfernu i kromatsku aberaciju, veoma je
dobar za opéa vizuelna promatranja. Kad je potrebno osvijetliti
vece povrsine uzorka (za slabe objektive), primjenjuju se sljedeci
postupci: a) otklanja se gornja (polukuglasta) leca Abbeova kon-
denzora $to se konstrukcijski omoguéuje postavljanjem lece na
zakretni nosa¢; b) dodaju se prikladne lece ispred aperturne
dijafragme Abbeova kondenzora. To se postiZze postavljanjem te
leée na zakretni ili klizni nosa¢; c) spuSta se donja leéa
dok se ne postigne Siroko osvijetljeno polje. Ako se le¢a toliko
spusti da se ZariSta gornje i donje lece poklope, dobiva se
veoma Sirok snop svijetlog polja. To je kondenzor s promjen-
ljivim fokusom (si. 21b).

Akromatski kondenzor nadomjeStava nedostatke Abbeova
kondenzora. Sastavljen je od nekoliko le¢a (si. 21c). Nije
prikladan za osvjetljivanje vecih povrsina uzoraka, tj. pri upo-
trebi slabih objektiva. Za numeriCke aperture veée od 0,95
treba da imerzijsko ulje dodiruje donju plohu predmetnog
stakla i gornju le¢u kondenzora.

Kondenzori za tamno polje. Predmeti se vizuelno razlikuju
od pozadine jedino ako postoji kontrast u svjetlo¢i ili u boji
izmedu predmeta i pozadine (si. 22). Ako, npr., bioloSke stanice
imaju jednaku apsorpciju kao i sredstvo u kojemu se nalaze,
neée biti kontrasta izmedu stanica i pozadine, te se pri mikro-
skopiranju svijetlim poljem stanice neée vidjeti. Ako se indeks
loma stanica mnogo razlikuje od indeksa loma sredstva, stanice
se mogu uciniti vidljivima postupkom osvjetljivanja tamnim
poljem, gdje se slika stvara na tamnoj pozadini. Najjedno-
stavniji je sustav za takav rad Abbeov kondenzor kojemu je
dodana dijafragma s prozirnim prstenom, odmah ispod aper-
turne dijafragme. SrediSnji neprozirni dio spre€ava ulazak
svjetlosti iz izvora u vidni konus objektiva. Svjetlost koju
propusta prozirni prsten prolazi kroz ravninu uzorka u obliku

SI. 23. Formiranje slike pri osvjetljivanju s tamnim poljem, a difrakcija pri tamnom polju; nulti red difrakcije ne ulazi u objektiv, a sliku
formira prvi i drugi red difraktirane svjetlosti, b slika uzorka u tamnom polju (Cestice ulja)
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svijetlog Supljeg konusa i ne ulazi u objektiv. Ako je uzorak
potpuno homogen, vidno je polje mikroskopa potpuno tamno.
Ako postoje nehomogenosti, npr. kad se promatraju bioloke
stanice, pojavljuju se rasprenja, difrakcije i lom na nehomoge-
nostima, pa dio svjetlosti iz konusa skreée u objektiv i vidi se
svijetla slika nasuprot tamnoj pozadini (si. 23).

Kondenzori za tamno polje to su bolji $to imaju veéu nu-
meric¢ku aperturu Supljeg konusa, a trebaju biti povezani uljem
s predmetnim staklom. Objektiv mora imati numeri¢ku aperturu
manju od numericke aperture svijetlog konusa. Kad se pri-
mjenjuje postupak tamnog polja, predmetno staklo mora biti
u uljnom kontaktu s kondenzorom, ¢ak i za mala povecanja,
jer se tako povecava svjetlosni kontrast. Mnogo vise svjetlosti
i veCu numeri¢ku aperturu omogucuju paraboli¢ni i kardioidni
kondenzori za tamno polje namijenjeni za imerzijske objek-
tive (si. 24).

Ultramikroskop je mikroskop s tamnim poljem, koji se upo-
trebljava za promatranje Cestica manjih od granice razlu€ivanja
mikroskopa, tj. reda veliCine stotinke valne duljine svjetlosti
(~4 1Cr9m). Cestice tih dimenzija nazivaju se koloidima.
Pomodéu ultramikroskopa ne mogu se vidjeti takve Cestice,
ali se moZe utvrditi njihova prisutnost jer se na njima svjetlost
raspriuje. Cestice se vide kao svijetle to¢ke na tamnoj pozadini.

Uzorak

Sl. 24. Kondenzori za tamno polje, a Abbeov kondenzor, modificiran za rad
u tamnom polju s dodatkom prstenaste dijafragme, b paraboli¢ki kondenzor,
najceSée se upotrebljava za istrazivanje u medicini, ¢ kardioidni kondenzor

Rheinbergovo osvjetljivanje modifikacija je postupka tamnog
polja. Sredisnji je disk kondenzora proziran i obojen, a prsten
koji je proziran pri primjeni postupka tamnog polja obojen je
komplementarnom bojom. Slika uzorka ima istu boju kao i svjet-
losni konus, a slika je na pozadini koja ima boju sredisnjeg
diska. Npr., ako je svjetlosni konus zut, a pozadina plava,
vidi se Zuti uzorak na plavoj pozadini.

Svjetlosni izvori. Za kvalitetno promatranje mikroskopom
potrebno je imati jednake uvjete promatranja, pa suvremeni
mikroskopi imaju svoje svjetlosne izvore.

Pri izboru izvora svjetlosti za mikroskope potrebno je po-
znavati sljede¢a svojstva izvora: a) svjetljivost (gustoca svjetla,
luminancija) izvora za promatranje okom treba da iznosi
0,08 -0,1 cd/m2, a za fotografiranje kamerama velikog formata
1-2 cd/m2;b) spektralna raspodjela ovisna je o tipu svjetlosnog
izvora, a moze biti kontinuirana (uzarene Cvrste tvari) i diskretna
(izboji u plinovima). Svojstva kontinuiranih izvora karakterizi-
rana su tzv. temperaturom boje. Upotrebljavaju se dvije skupine
izvora: s temperaturom boje bliske srednjem dnevnom svjetlu
(Tb= 5200K) i s temperaturom boje tzv. umjetne rasvjete
(Th = 3000 K). Jakost svjetla i temperatura boje ovise o tempe-
raturi uzarene niti, a ona je proporcionalna prikljucenom elek-
tricnom naponu. Diskretni izvori su karakterizirani glavnim
spektralnim linijama; c) oblik svjetlosnog izvora. Idealni oblik
izvora bio bi krug promjera 2---3 mm, a vecina izvora ima raza-
pete ili helikoidalno savijene niti (si. 25).

Zarulje. Vecéinom se kao svjetlosni izvori za mikroskope
upotrebljavaju niskonaponske Zarulje, radnih napona 6- -24V,
za istosmjernu ili izmjeni€nu struju, svjetljivosti 0,1--0,4 cd/m2.
Trajnost im je 50---100 sati, za koje se vrijeme svjetljivost
smanji za Cetvrtinu zbog isparivanja volframove niti. Halogene
zarulje su bolje jer su ispunjene plemenitim plinom s primje-
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si. 25. Volframova lu¢na svjetiljka
s kruznim oblikom svjetlosnog
izvora

sama joda i broma, pa se stakla balona ne zacrnjuju. Tempe-
ratura boje niskonaponskih Zarulja iznosi 2800- --3200 K.

Ugljene lucnice najstariji su svjetlosni izvori za mikroskop.
ZracCenje im je u podrucju valnih duljina 300- - 1000 nm, te mogu
sluziti i za fluorescentnu mikroskopiju. Svijetlece je tijelo krater
na elektrodi. Njegov kruzni oblik odgovara ulaznom otvoru
mikroskopa.

Ksenonske visokotlaéne lucnice izvori su najvece svijetljivosti,
koja iznosi 1---4cd/m2 uz potro$nju od 75---450W. Upotreb-
ljavaju se za mikroskopska fotografiranja s kamerama velikog
formata. Ksenon pod tlakom od 2MPa zraCi kontinuirani
spektar od bliskog ultraljubi€astog do bliskog infracrvenog zra-
Cenja (s nekoliko vrlo jakih linija), uz temperaturu boje 5600 K,
§to odgovara srednjem dnevnom svjetlu.

Zivine visokotlagne luénice. Spektar Zivine lugnice sastoji se
od kontinuiranog i linijskog spektra, uglavhom u podrucju
kraé¢ih valnih duljina. Linije valnih duljina 254 nm i 266 nm
upotrebljavaju se u tzv. ultraljubiastoj mikroskopiji, a linije
valnih duljina 364 nm i 405 nm u fluorescentnoj mikroskopiji.
U vidljivom podrucju taj se izvor upotrebljava za monokro-
matsko osvjetljivanje svjetlom valne duljine 546 nm. Uz po-
troSnju od 50«+500W svjetljivost iznosi 2-10 cd/m2.

Filtri. U mikroskopiji se upotrebljavaju filtri za kontrolu
jakosti i kvalitete osvjetljivanja. Oni se smjeStaju izmedu
svjetlosnog izvora i okulara.

Sl. 26. Spektralna propusnost: 1 interferencijskog,
2 apsorpcijskog i 3 konverzijskog filtra
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Apsorpcijski filtri veé¢inom su izradeni od obojenih stakala
ili folija. Postoje i tekuémski filtri, koji imaju obojenu tekucinu
smjeStenu medu paralelnim stijenkama.

Interferencijski filtri osnivaju se na pojavi interferencije
svjetla na plohama tankih slojeva. Time se postiZze propusnost
ili nepropusnost odredenog dijela spektra. Postoji mnogo vrsta
filtara koji propustaju ili zaustavljaju neke spektralne linije,
odnosno neka podrucja spektra (si. 26).

Kontrastni filtar primjenjuje se u mikroskopiji, a osobito
u mikrofotografiji, da bi se povecala ili smanjila razlika inten-
ziteta svjetla za dva razliito obojena dijela uzorka. Ako je
filtar iste boje kao i uzorak, vidjet ¢e se uzorak svijetao,
a ako je filtar komplementarne boje, uzorak ce biti taman
(si. 27).

Bez filtra;
reprodukcija ovisi jedino o senzibilitetu filma

Sa narancastim filtrom;
crveni dijelovi nisu viSe tako svijetli, ali plavi su jo§ uvijek vrlo tamni

Sa zelenim filtrom: crveni su dijelovi optimalni
za promatranje, a plavi su u odnosu na crvene u optimalnom kontrastu

Sl 27. Slike istog uzorka

Kompenzacijski filtar sluzi za prilagodivanje spektralne ili
ukupne energije svjetlosnog izvora za posebne potrebe. Tako
se konverzijskim filtrom povecava ili smanjuje temperatura boje
izvora. Upotrebljava se u mikrofotografiji za prilagodivanje
spektra izvora spektralnoj osjetljivosti fotografske emulzije. Pro-
mjena jakosti svjetla zarulja regulira se promjenom napona,
ali se time mijenja i temperatura boje. Da bi temperatura
boje ostala jednaka, napon se odrZava stalan, a jakost se
svjetla smanjuje umetanjem neutralnih filtara, tzv. atenuatora.

Korekcijski filtri upotrebljavaju se za otklanjanje preostalih
kromatskih aberacija mikroskopa, tako da se iz slike otkloni
onaj dio spektra za koji opti¢ki sustav mikroskopa nije kori-
giran. U tu se svrhu upotrebljavaju uskopojasni filtri.

Protutoplinski filtar. Toplinsko zraCenje izvora opcenito je
Stetno za preparate, te ga je potrebno zaustaviti prije ulaza u

mikroskop. Za to se upotrebljavaju apsorpcijski i interferencijski
filtri za infracrveno zraCenje.

Filtar za apsorpciju ultraljubiastog zracenja. Lucnice (kse-
nonske, Zivine i ugljene) koje se upotrebljavaju kao svjetlosni
izvori emitiraju veéinom i u ultraljubi¢astom dijelu spektra.
To je zraCenje opasno za oko i Stetno za uzorak, pa se uz
takve izvore upotrebljavaju i apsorpcijski filtri za ultraljubi¢asto
zracenje.

Objektiv

Objektiv je leéa ili slog le¢a mikroskopa, smjestenih naj-
blize predmetu, koji povecava realnu sliku predmeta. Objektiv
je najvazniji dio mikroskopa jer o njemu ovise sva ostala
svojstva. Sliku koju stvara objektiv, zajedno sa svim pogreSkama

Sa crvenim filtrom:
crveni dijelovi slike su veoma svijetli, a plavi veoma tamni

Sa zutim filtrom; crveni dijelovi slike
sve su tamniji, a plavi dijelovi prilicno dobro kontrastirani

Sa plavim filtrom;
plavi dio slike potpuno je svijetao, a crveni dio taman

nacinjene bez filtra i s filtrom

koje su nastale, okular samo jo§ poveéava. Razvijeni su objek-
tivi za razliCite svrhe. Karakteristike su objektiva (si. 28): tip
objektiva, imerzija, povecanje, numericka apertura, duljina tu-
busa, debljina pokrovnog stakla. Posebno je naznafeno ako se
radi o specijalnom objektivu.

Akromat je najstariji tip objektiva koji se zbog niske
cijene i danas najviSe upotrebljava. Najjednostavniji akromat
sastoji se od pozitivne le¢e od krunskog stakla i negativne
na nju nalijepljene lee od flintskog stakla, tako da one ¢ine
tzv. dublet leéa. Zbog razlicitih disperzija stakla korigira se
kromatska aberacija. Akromatima se podudaraju ZariSne daljine
za dvije valne duljine (crvenu i plavu). To zna¢i da je akromat
korigiran za srednje podrucje vidljivog spektra, pa se najbolji
rezultati postiZzu upotrebom Zutozelenog filtra. Sferna aberacija
korigirana je za jednu valnu duljinu. Najprije su konstruirane
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Obojeni prsten

Tip i povecanje

Numericka apertura

Debljina pokrovnog
stakla (mm)

Radna
udaljenost

Predmetno
staklo

SI. 28. Oznake na stijenki suhog objektiva, tip Plan Apo, povecanje 20 puta.

Imerzijski objektiv imao bi oznaku »HIl« (homogena imerzija), ili »Im« ili »Oel«

— ve¢ prema proizvodacu, a ne bi imao oznaku pokrovnog stakla, jer njegova

debljina za imerzijske objektive nije kriticna. Obojeni prsten, ve¢ prema pro-
izvodacu, oznaluje povecanje objektiva

dvostruke le¢e s malim povecéanjem, zatim sa sve jaim, a nakon
toga dodana je polukugla ispred dvostruke le¢e da bi se dobio
jaki, tzv. suhi objektiv i konacno je dodan meniskus izmedu
polukugle i prve dvostruke leée, pa je tako dobiven jaki imer-
zijski objektiv velike numeriCke aperture (si. 29). Slabi i srednje
jaki akromati nemaju lateralnu obojenost, te se kombiniraju s
obi¢nim okularom, a uz jake akromate upotrebljavaju se kom-
penzacijski okulari. Akromati daju zakrivljeno polje slike.

Semiapokromat (fluoritni objektiv) je objektiv koji se s
obzirom na korekturu aberacije nalazi izmedu akromata i
apokromata. lako prema optickoj sloZenosti odgovaraju akro-
matima, bolja se korektura postize upotrebom minerala fluorita
za izradbu jedne ili, najvise, dviju leéa. U prirodi se fluorit
nalazi opticki Cist samo u malim komadima, ali su i takvi
komadi dovoljni za izradbu mikroskopskih objektiva. Mineral
fluorit ima mali indeks loma. Fluoritni objektivi, kraée fluoriti,
korigirani su za tri boje (crvenu, zelenu i plavu), a sferna je
aberacija korigirana za dvije boje.

Ulje
4,50 0,42 0,18
4,0x, 0,10 43x, 0,65 97x, 1,30

SI. 29. Serija akromatskih objektiva; naznaceni su promjer polja
(u mm), povecanje i numericka apertura

Apokromat. Upotrebom optickih stakala s posebnim disper-
zijskim svojstvima, posebno upotrebom fluorita, omogucena je
korektura kromatske aberacije u tri boje: crvenoj, zelenoj i
plavoj. Time je veoma smanjena mutnoéa koja nije korigirana
u akrornatu. Objektivi s tim svojstvima zovu se apokrornati
i imaju bolja opticka svojstva nego fluoriti (si. 30). Sferna je
aberacija korigirana za tri boje, a opcenito je i numericka
apertura ve€a za isto povecanje.

TE VIII, 35
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Planobjektiv. Akromati, fluoriti i apokromati imaju zakriv-
ljeno polje slike, a zakrivljenost je to veéa $to je vece povecanje.
Za korekciju te aberacije konstruirani su objektivi s gotovo
ravnim poljem slike, tzv. planobjektivi. Prema tome, da li su
oni kromatski korigirani kao akromati, semiapokromati ili apo-
kromati, zovu se planakromati, plansemiapokromati ili planapo-
kromati. OptiCki su mnogo sloZeniji od analognih tipova objek-
tiva koji nemaju korigiranu zakrivljenost polja slike (si. 31).
Ti objektivi imaju lateralnu obojenost koja se kompenzira
okularima. Planobjektivi su osobito korisni u mikrofotografiji
jer se moze izostriti cijelo vidno polje na ravnu fotografsku
ploCu (si. 32).

Razliciti tipovi objektiva jednake numericke aperture prika-
zani su na si. 33

Suhi objektiv upotrebljava se tako da je izmedu njega i
predmeta (pokrovnog stakla) zrak. Na takvu se objektivu nalazi
oznaka O ili —, ako se upotrebljava bez pokrovnog stakla,
a ako se upotrebljava s pokrovnim staklom, na njemu je ozna-
Cena debljina pokrovnog stakla u milimetrima.

Imerzijski objektiv upotrebljava se tako da se izmedu
objektiva i pokrovnog stakla nalazi neka tekuéina. Na imer-
zijskim objektivima nalazi se oznaka HI ili oel. Postupak
imerzije primjenjuje se za najveta povecanja kada numericka
apertura, a time i mo¢ razlu€ivanja, neposredno ovisi o indeksu
loma sredstva koje se nalazi izmedu predmeta i objektiva.
Upotrebom imerzijskog objektiva bez imerzijske tekuéine do-
bivaju se vrlo lo3e slike (si. 34).

SI. 30. Serija apokromatskih objektiva; naznaceni su promjer polja
(u mm), poveéanje i numericka apertura. Fluoritne lee su osjentane

4,50
4,0x, 0,09

SI. 31. Serija planobjektiva; naznaceni su promjer polja (u mm), poveéanje
i numericka apertura
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SI. 32. Prikaz utjecaja zakrivljenosti polja, a izoStren je samo srediSnji dio polja slike, b izoStren je samo periferni dio
polja slike

Sl. 33. Usporedba optitke sloZzenosti mikroskopskih objektiva

jednake numericke aperture. a akromat 40/0,65 160/0,17, b apo-

kromat 20/0,65 160/0,17, c¢ planakromat 40/0,65 160/0,17, d
planapokromat 25/0,65 00/O (fluoritne lece su osjentane)

SI. 34. Mikrofotografija uzorka snimljenog imerzijskim objektivom: bez imer-
zijske tekuéine — lijevo, s imerzijskom tekuéinom — desno (zapaza se bolja
kvaliteta slike)

Povecanje objektiva. Jedno od najvaznijih svojstava objek-
tiva, njegovo povecéanje, naznafeno je na svakom objektivu.
Prema najnovijim preporukama proizvodaci viSe ne proizvode
objektive s bilo kojim poveéanjem, nego su povecéanja standar-
dizirana. PocevsSi od 1, svako je sljedeée poveéanje vele za
25% (tabl. 2).

Tablica 2

STANDARDIZIRANA POVECANJA MIKROSKOPSKIH
OBJEKTIVA

04 05 063 08
1 125 16 2 25 32 4 5 63 8
100 125 16 20 25 32 40 50 63 80
100 125 160 200 250 320 400 500 630 800
1000 1250 1600

Najced€e upotrebljavane vrijednosti tiskane su poludebelo.

Utjecaj pokrovnog stakla. Gotovo svi bioloSki mikroskopski
preparati trebaju tanko pokrovno staklo kako bi se dobio
ravan prozor kroz koji se gleda uzorak. Pokrovno staklo ta-
koder S§titi uzorak od mehanickog oStecenja i od dehidriranja.
lako je pokrovno staklo tanko (tanje od 0,2 mm), male razlike
u debljini stakla mogu poboljsati ili pogorSati kvalitetu slike.
Prema numeri¢koj aperturi, zbog loma svjetlosti kroz pokrovno
staklo, virtualna slika uzorka vidjet ¢e se kroz suhi objektiv
na razli¢itim udaljenostima s obzirom na povrSinu pokrovnog
stakla. Ako je numeri¢ka apertura objektiva veca, uzorak je
prividno bliZe objektivu, i obratno. Kako na objektive s velikim
numeri€kim aperturama padaju sve zrake unutar konusa, virtu-
alna slika koju stvara pokrovno staklo bit ¢e kontinuirani niz
to¢aka od numeri¢ke aperture jednake nuli do maksimalne. Sto
je veta maksimalna numeri¢ka apertura objektiva, veci je i
utjecaj pokrovnog stakla (si. 35). Taj nedostatak slike zove se
sferna aberacija (v. Optika) i mora se kompenzirati u objektivu,
inae je povecana slika neoStra i slaba kontrasta. Pokrovno
staklo je vazan dio cijelog optickog sustava, te mu treba kon-
trolirati debljinu i indeks loma. Objektivi americkih i britanskih
proizvodaca projektirani su obi¢no za rad s pokrovnim staklom
debljine 0,18 mm, a evropskih i japanskih za debljinu od
0,17 mm. Indeks loma stakla od kojeg su nacinjena pokrovna
stakla iznosi najceSée 1,52.

SI. 35. Opticki putovi svjetlosnih zraka kroz po-

krovno staklo. Virtualne su slike to¢kastog objekta

ve¢ prema numerickoj aperturi, vise ili manje uda-
ljene od dna pokrovnog stakla

Za imerzijske objektive, gdje je indeks loma imerzijskog
ulja slican indeksu loma pokrovnog stakla, razlike u debljini
stakla manje utjeCu nego -pri upotrebi suhih objektiva. Osobito
je velik utjecaj debljine pokrovnog stakla kad se upotrebljavaju
jaki suhi objektivi (numericke aperture 0,85-**0,95). Zato takvi
objektivi imaju ugraden kompenzator povezan sa zakretnim
prstenom, pa se njegovim okretanjem moZe kompenzirati po-
gre$na debljina pokrovnog stakla.
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Na starijim mikroskopima, na kojima se mogla mijenjati
duljina tubusa, pogreSna debljina pokrovnog stakla kompen-
zirala se mijenjanjem udaljenosti objektiva i okulara.

Radna udaljenost jest razmak izmedu gornje plohe pokrov-
nog stakla i donjeg dijela objektiva. Ona je za objektive s
velikim poveéanjem veoma malena. Veoma je vazno poznavati
radnu udaljenost pri odabiranju objektiva, posebno kada se
radi s minijaturnim manipulatorima. Medusobne ovisnosti nu-
mericke aperture, povecanja i radne udaljenosti prikazane su u
tabl. 3. S porastom numericke aperture smanjuje se radna
udaljenost. Ako je potrebna velika radna udaljenost uz veliku
numericku aperturu, upotrebljavaju se posebni objektivi.

Tablica 3
RADNE UDALJENOSTI RAZLICITIH OBJEKTIVA

Objektiv Radna
udaljenost
Tip Poveéanje Numericka
X apertura mm
Akromat 35 0,09 17,2
Akromat 6 0,17 15,0
Akromat 10 0,25 7,7
Apokromat 10 0,30 485 "
Akromat 21 0,50 16
Apokromat 20 0,65 0,5
Akromat 43 0,65 0,6
Akromat 45 0,85 03
Apokromat 47 0,95 0,18
Fluoritni 40 1,00 0,27
Akromat 97 1,25 0,11
Fluoritni 98 1,30 0,12
Apokromat 61 1,40 0,12
Apokromat 90 1,40 ' 0,06

Dubinska ostrina je dubina u uzorku unutar koje je slika
oStra. Ona se mnogo mijenja s promjenom numeri¢ke aperture
objektiva. Objektivi malih numerickih apertura imaju vecu
dubinsku oStrinu (si. 36). Dubinska oS$trina d ovisi o nume-
rickoj aperturi AN, valnoj duljini svjetlosti 1 i indeksu loma n
sredstva koje okruzuje uzorak. Za mikrofotografiju dubinska
je oStrina

(n2 - A%\b

(13)

a za vizuelno promatranje, kad se akomodacijom oka povecéava
dubinska oStrina, ona iznosi
d=d+A_ 14
N2 )
gdje je 10 udaljenost jasnog vida, a M povecanje mikroskopa.
Tipi€ne vrijednosti prikazane su u tabl. 4. Velika je dubinska
oStrina pozeljna kad se Zeli vidjeti cijeli uzorak, a mala kad se
zeli odrediti poloZzaj dijelova uzorka s velikom to¢no$c¢u.

Ravnina

Sl. 36. Prikaz ovisnosti dubinske ostrine o
kutnoj aperturi svjetlosnog konusa

Tablica 4
DUBINSKE OSTRINE PRI FOTOGRAFIRANJU I
PROMATRANJU MIKROSKOPSKE SLIKE OKOM
Objektiv* Dubinska ostrina
mm
Povecanje Numeric¢ka Fotogra- Promatranje
X apertura firanje okom
10 0,25 0,008 0,0335
43 0,65 0,0010 0,0023
97 1,30 0,0002 0,0005
*Uz okular s poveéanjem 10 Xx.
Vidno polje objektiva ovisi o dijafragmi u okularu. Pro-

mjer dijafragme iznosi od 25 mm za okulare s peterostrukim,
pa do 6 mm za okulare s dvadesetpeterostrukim poveéanjem.
Uz isti okular vidno je polje objektiva cijelo polje u ravnini
predmeta, tj. realno vidno polje na uzorku je onoliko puta
manje od dijafragme polja okulara koliko je poveéanje objek-
tiva. Promjer vidnog polja je obrnuto proporcionalan pove-
¢anju. Svaki proizvoda¢ navodi promjer toga polja za razlicite
kombinacije objektiv—okular. Posebno, ekstremno Sirokokutni
okulari mogu imati dijafragmu promjera do 30 mm, Cime se u
kombinaciji s planobjektivima postize veoma veliko vidno polje.

Duljina tubusa. Na svakom je objektivu upisana duljina
tubusa mikroskopa. Ona se mjeri od dosjeda objektiva do do-
sjeda okulara (si. 37). Duljina tubusa mikroskopa americkih,
japanskih i veéine evropskih proizvodaca iznosi 160 mm, a samo
nekih evropskih 170 mm.

Dosjed objektiva Doaedﬁ/g%a

x-Nazivna duljina objektiva
Udaljenost uzorka od slike

objektiva

SI. 37. Konstrukcijske karakteristike objektiva, a objektiv sa slikom
u konacnosti, b objektiv sa slikom u beskonagnosti. Dodatna tubusna
le¢a stvara sliku u Zarisnoj ravnini okulara

Postoje objektivi sa slikama u beskonacnosti, pa bi i tubus
trebao biti beskonatno dugacak. Za takve objektive postoje
posebni tubusi u koje se stavlja le¢a koja stvara realnu sliku
u prednjoj Zarisnoj ravnini okulara. Na takvim je objektivima
duljina tubusa oznafena znakom 00. Udaljenost objektiva i
tubusne lece nije kriti€na, pa je slika uvijek u ZariStu okulara.
Takvi se objektivi upotrebljavaju za mikroskopiranje nepro-
zirnih uzoraka, kao npr. u metalurSkom mikroskopu.

Kvaliteta slike. Pri upotrebi mikroskopa moze se utjecati
na tri pogreSke optickog sustava: na sfernu aberaciju, lateralnu
obojenost i zakrivljenost polja slike. Druge pogreSke, kao S§to
su koma, astigmatizam i distorzija konstrukcijske su pogreSke
i na njih se ne moZe utjecati.
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Tablica 5
KARAKTERISTIKE MIKROSKOPA PRI POVECANJU 250 PUTA

Objektiv Mo Promjer
Povecanje Relativna razluéR/canja Razlugivanje Dubinska Radna vidnog
Poveéanje Numericka okulara svjetloca objektiva slike ostrina udaljenost polja na
apertura uzorku
X X linija/mm linija/mm mm mm mm
10 0,25 25 1,00 900 3,6 0,0125 10,6 0,65
20 0,40 12,5 2,56 1440 58 0,0072 2,8 0,65
25 0,50 10 4,00 1880 72 0,0059 18 0,64
40 0,85 6,25 6,76 2340 9,4 0,0044 0,91 0,50
50 0,85 5 11,6 3060 12,2 0,0044 0,38 0,40

Sferna se aberacija obi¢no korigira u objektivu, a posebno se
pojavljuje ako se upotrebljava pokrovno staklo pogreSne deb-
ljine. Ona se korigira upotrebom pokrovnog stakla propisane
debljine.

Lateralna obojenost raste proporcionalno s povecanjem ob-
jektiva, ali se moze kompenzirati okularom. Upotrebom kom-
binacija objektiv—okular prema preporukama proizvodaca ko-
rigira se ta pogreska.

Zakrivljenost polja slike nastaje preslikavanjem objektivom
ravne plohe predmeta u sliku zakrivljene plohe. Na takvoj se
slici moze izoStriti jedan od dijelova npr. srediste slike, ali su
tada drugi dijelovi (rubovi) neoStri. Ta zakrivljenost raste pro-
porcionalno s poveéanjem. Zakrivljenost se moze djelomi¢no
oslabiti upotrebom objektiva manjih numerickih apertura, kom-
promisnim izoStravanjem, podeSavanjem kondenzora i si., a
najbolje se korigira upotrebom planobjektiva.

Antirefleksni sloj. Na granici dvaju sredstava razli€itih in-
deksa loma dio se svjetla reflektira. Objektivi, osobito oni naj-
veceg povecanja, imaju nekoliko staklenih povrsina koje granice
sa zrakom. Na svakoj od tih granica reflektira se ~4% svjetla
koje se tako gubi iz osnovnog snopa. Osim toga, takva reflek-
tirana svjetlost smanjuje i kontraste na slici. Zato se na lece
naparuju tzv. antirefleksni slojevi, kojima se refleksija smanjuje
na samo ~1% (si. 38). Svi objektivi proizvedeni poslije 1950.

SI. 38. Usporedba opti¢kog sustava bez antirefleksnog sloja (a) i s antirefleksnim

slojem (b). Kad nema antirefleksnog sloja opazaju se prilicne refleksije na

optickim plohama

god. imaju antirefleksne slojeve, a danaSnji objektivi i po ne-
koliko slojeva, €ime se smanjuje refleksija u cijelom spektralnom
podrucju.

Izbor najpodesnijeg objektiva. Najpodesniji objektiv odabire
se tako da se podjednako zadovolje sljedeci zahtjevi, od kojih
su neki medusobno suprotni: relativna svjetlina slike, mo¢ razlu-
Civanja, dubinska oStrina, radna udaljenost, veli¢ina vidnog
polja, poveéanje, kvaliteta slike i cijena. Usporedba nekih od tih
parametara prikazana je u tabl. 5.

Tubus mikroskopa

U starim mikroskopima objektiv i okular bili su povezani
Supljom cijevi odredene duljine, tzv. tubusom mikroskopa.

Suvremeni mikroskopi, kod kojih je moguée binokularno
promatranje (s oba oka), imaju ugraden transfokator s pro-
mjenljivom ZariSnom daljinom, a time i promjenljivim poveca-
njem mikroskopa. Oni imaju pogodan nagib opti¢ke osi pro-
matranja i moguénost prikljuenja kamere (trinokulari). Osim

Ravnina slike

SI. 39.- Opticka shema trinokularnog mikroskopa.

Opticki elementi koji se nalaze izmedu objektiva i

okulara pripadaju tubusu, odnosno optic¢koj glavi mi-
kroskopa

toga, upotrebljavaju se sloZeni opti¢ki sustavi prizama i leca
izmedu objektiva i okulara. Cijeli se taj opti¢ki sustav nalazi u
jednom Kkucistu, koje se sve CeSCe naziva optickom glavom
mikroskopa nego tubusom (si. 39).
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Pogodan nagib osi promatranja (osi okulara), koji iznosi
30°--*60°, postize se posebnom prizmom (inklinacijska prizma).
Snop iz prizme pada na djelitelj snopa za binokularno proma-
tranje. Pri vizuelnom radu inklinacijska prizma propusta svu
svjetlost u djelitelj snopa. U trinokularnim mikroskopima (bi-
nokular i prikljutak kamere) za mikrofotografiranje inklina-
cijska se prizma pomice u drugi polozaj, u kojemu prema
kameri propuSta 80%, a prema binokularnom sustavu 20%
svjetlosti. Tako na film dolazi maksimum svjetla, a ujedno se
vidi Sto se fotografira i da li je slika izoStrena. Kad se radi
s mikroskopom s potpuno uklonjivom inklinacijskom prizmom,
potrebno je najprije izoStriti sliku, a tek onda ukloniti prizmu
i fotografirati.
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Okular

Okular je opticki dio mikroskopa, najblizi oku, kroz koji
opaza¢ promatra realnu, uvecanu sliku uzorka koju stvara
objektiv. Okular, slicno povecalu, jo5 i povecava tu sliku.
Slika koju stvara okular povecana je i virtualna da bi je oko
moglo vidjeti. Kao i za povecalo, kutno je poveéanje okulara
y = lo/f, gdje je lo daljina jasnog vida, a / ZariSna daljina
okulara. Oko je promatraca udaljeno od okulara na radnoj
udaljenosti okulara (udaljenost se mjeri od gornje plohe okulara;
si. 41). Na toj udaljenosti presjek konvergentnoga svjetlosnog
snopa iz okulara ima najmanji promjer i zove se izlazna
pupila (si. 42). lzlazna je pupila prilagodena otvoru zjenice

Mikroskop Zumirajuci Zumirajuéi

s fiksnim mikroskop pri mikroskop pri

povecanjem minimalnom maksimalnom
povecanju povecanju

SI. 40. Usporedba opticke sheme mikroskopa s fiksnim poveéanjem i

mikroskopa sa zoomom

(transfokatorom)

Ugradeni transfokator (tzv. zoom) omogucuje kontinuirano
mijenjanje poveéanja mikroskopa, obi¢no od jednostrukog do
dvostrukog (si. 40). Veée povecanje nije potrebno jer se susjedni
objektivi, na revolveru za objektive, razlikuju za dvostruko
povecanje.

U mikroskopima koji imaju objektive sa slikom u besko-
nacnosti, u glavi se mikroskopa iza objektiva nalazi tubusna
le¢a kojom se slika dovodi u tubusnu ravninu okulara. Osim
tog dovodenja slike iz beskonacnosti tubusnom se leéom i do-
datno korigiraju aberacije objektiva.

Polozaj

Bez naocala S naocalama

SI. 41. Polozaj oka pri mikroskopiranju. Optimalni poloZaj

je na radnoj udaljenosti okulara. Pri tom se zjenica oka

(pupila oka) poklapa s izlaznom pupilom mikroskopa. Radna
udaljenost kad se upotrebljavaju naocale treba biti veca

oka, tj. pupili oka. Pri dnevnoj svjetlosti promjer je pupile oka
~3 mm, odnosno pri vrlo slaboj rasvjeti ~7 mm. Kad je izlazna
pupila veéa od pupile oka, moguce je oko lateralno pomicati
pa da ipak cijela pupila oka bude u svjetlosnom konusu iz
okulara. Zbog toga je za udobniji rad s mikroskopom poZzeljno
imati veliku izlaznu pupilu. Medutim, fizicka dimenzija okulara,
cijena i zahtijevano povecéanje okulara ograni¢uju izlaznu pu-
pilu. lako je prema svojim optickim kvalitetama okular mnogo
manje osjetljiv od objektiva, ipak je sastavljen od dviju ili vise
leta. Razlog je u nesavrSenosti (aberacijama) pojedine lece.
Zbog korekcije preostalih aberacija objektiva, a i zbog razlicitih
zahtjeva pri upotrebi, razvijeni su razli€iti tipovi okulara.

Ravnina uzorka

Dijafragma Aperturna Izlazna Dijafragma  Izlazna
svijetlog dijafragma pupila okulara pupila
polja objektiva mikroskopa

Sl. 42. Put svjetlosti od izvora do izlazne pupile mikroskopa. Svjetlosni
snop, nakon prolaza kroz okular, najuZi je u izlaznoj pupili mikroskopa (to je
ujedno optimalni polozaj oka)
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Huygensov okular sastoji se od dviju le¢a, s dijafragmom
polja medu njima (si. 43a). Ima malo vidno polje, a kombi-
nira se s akromatskim objektivima malog do srednjeg povecanja.

Okular s medudijafragmom

Okular
s preddijafragmom

SI. 43. Put zraka svjetlosti kroz Huygensov okular (a), Ramsdenov okular (b)

Izlazna pupila je na maloj udaljenosti od okulara. Kromatska
razlika povecanja je u principu jednaka nuli i ne moze se
upotrijebiti za apokromatske objektive.

Ramsdenov okular slican je Huygensovu, jedino ima dija-
fragmu polja (tj. mjesto gdje se stvara realna slika objektiva)
ispred prednje lece, te se tu mogu umetati koncanice za
mjerenje, za Sto taj okular i sluZi (si. 43b).

Hiperplanski okular ima veée vidno polje i ravniju sliku
od Huygensova okulara, a korigira lateralnu obojenost akro-
matskih objektiva veéih povecanja i semiapokromatskih objek-
tiva (fluorita; si. 44a).

Sl. 44. Tipovi okulara: a hiperplanski, b Sirokokutni, ¢ za
promatrace s naocalama; d za mikrofotografiju (ultraplan)

Sirokokutni okular ima najsire vidno polje i visoko uzdignutu
izlaznu pupilu, Sto je pogodno za one koji nose naocale.
Kombinira se s objektivima malog povecanja, a upotrebljava
se za istrazivanje velikih podru€ja uzorka. Promjer je tubusa
na mjestu okulara standardiziran i iznosi 23,2mm. Za veoma
Sirokokutne okulare upotrebljavaju se specijalni tubusi promjera
30mm i viSe kako bi se dobilo 3to veée vidno polje. Kroz
Sirokokutni okular na udaljenosti 250 mm ispred izlazne pupile
vidi se slika s promjerom ve¢im od 170 mm (si. 44h).

Okular za promatrace s naotalama omogucava promatranje
mikroskopske slike kroz naocCale. Takav okular ima visoko
podignutu izlaznu pupilu (30 mm i viSe). Nedostatak mu je
ograni¢eno vidno polje (si. 44c).

MIKROSKOP

Okulari za mikrofotografiju i mikroprojekciju kompenziraju
najviSe zakrivljenost polja slike i lateralnu obojenost. Obi¢no
su konstruirani od negativnih le¢a i nisu pogodni za vizuelno
opazanje jer imaju izlaznu pupilu u ravnini zadnje lece, €ime
je veoma smanjeno vidno polje (si. 44d).

Kompenzacijski okular razvijen je specijalno za kompenza-
ciju lateralne obojenosti pri upotrebi apokromatskih objektiva.
Eliminira obojene prstene koji se pojavljuju upotrebom obi¢nih
okulara s apokromatskim objektivima (si. 45).

Problem kompenziranja lateralne obojenosti pojavio se s
akromatskim objektivima velikog povecanja, a osobito je ta
obojenost izraZzena pri upotrebi apokromata velikog povecanja.
Lateralna obojenost moZe se potpuno korigirati kad su objek-
tivi s malim povecanjem i malom numerickom aperturom, a da
se ne povecaju ostale aberacije. Medutim, Sto je vece pove-
canje, a time i numeriCka apertura objektiva, nemoguce je
potpuno korigirati lateralnu obojenost a da se izrazito ne pove-
Caju ostale aberacije. Zbog toga se ~2% lateralne obojenosti
ostavlja nekompenzirano u objektivu, a kompenzira se u oku-
laru u kojemu je ugradena lateralna obojenost istog iznosa,
ali suprotnog predznaka. Konacni je efekt slika bez lateralne
obojenosti. Nezgodno je Sto za svaki objektiv treba upotrijebiti
okular koji ima isti postotak lateralne obojenosti suprotnog
predznaka. Zbog toga je mogucéa kategorizacija okulara prema
lateralnoj obojenosti.

Sl. 45. Put zraka svjetlosti u kompenzacijskom okularu. Kompenzacija lateralne

obojenosti postignuta je time Sto plava i crvena zraka, koje su na ulazu u

okular divergentne, izlaze paralelno. Slika formirana na retini oka nema late-
ralne obojenosti

U prvu kategoriju spadaju okulari bez lateralne obojenosti
koji se kombiniraju s akromatima malih i srednjih povecanja.
Takvi su Huygensov i Ramsdenov okular.

U drugoj su kategoriji okulari korigirani za kompenzaciju
lateralne obojenosti jakih akrornata i semiapokrornata. Takvi su
hiperplanski i Sirokokutni okulari.

U tre¢oj su kategoriji okulari za kompenzaciju lateralne
obojenosti apokromatskih objektiva. Takvi su kompenzacijski
okulari.
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POSEBNI TIPOVI

Faznokontrastni mikroskop. U faznokontrastnom mikro-
skopu posebnim se postupkom osvjetljivanja €ine vidljivim
veoma male razlike u indeksu loma ili debljini prozirnih
uzoraka.

Pri promatranju bezbojnih prozirnih uzoraka pomoéu obi¢-
nog mikroskopa veoma je teSko ili nemoguce raspoznati struk-

Sl. 46. Usporedna slika istog bioloskog uzorka, a snimak obi¢nim
mikroskopom u svijetlom polju, b snimak faznokontrastnim mikro-
skopom



MIKROSKOP

turu tih uzoraka zbog nepostojanja kontrasta. Da bi se poveéao
kontrast, razvijene su metode preparacije uzorka (npr. bojenje).
Ta preparacija uzorka uzrokuje kemijske ili fizikalne promjene
uzorka, posebno Zivih bioloSkih stanica.

Upotrebom faznokontrastnog mikroskopa omoguceno je
promatranje strukture prozirnih bezbojnih uzoraka (si. 46) bez
ikakva zahvata na uzorku, pa je takav mikroskop narocito
vazan u medicinskim i bioloSkim istraZivanjima gdje je potrebno
proucavati Zive stanice.

Transformiranje razlike faza u razliku kontrasta. Pri prolazu
svjetla kroz predmet smanjuje se intenzitet, ve¢ prema apsor-
pciji. Registriranjem detektorima kojima se opaza promjena in-
tenziteta, okom ili fotografijom, dobiva se slika predmeta. To
je slika koja se opaza kroz obi¢ni mikroskop. Ako je predmet
potpuno proziran (transparentan), gotovo da nema apsorpcije
svjetla, pa nema ni promjene intenziteta; oko tada ne opaza
slike. Takav je predmet u mikroskopu nevidljiv. Postoji jedino
pomak u fazi svjetla koje prolazi kroz prozirni uzorak, prema
svjetlu koje mimoilazi predmet, zbog razlike u indeksu loma
(si. 47). Oko i fotografska emulzija, medutim, nisu osjetljivi
na promjenu faze, ve¢ samo na razliku intenziteta. U fazno-
kontrastnom mikroskopu ostvaruje se pretvaranje razlike faze u
razliku intenziteta, tj. postize se vizualizacija fazne slike.

SI. 47. Odnos amplituda i faze svjetlosnih valova koji prolaze kroz razlicita
sredstva. Duljina «polumjera kruznice prikazuje amplituda vala, a polozZaj
radijvektora fazu vala. Faze i amplitude valova su na ulazu u sredstvo s
lijeve strane jednake, a prolaz vala kroz homogeno prozirno sredstvo. lIzlazna
ravnina je tako odabrana da val ima jednaku fazu kao na ulazu — nema
promjene amplitude; b prolaz vala kroz uzorak koji djelomi¢no apsorbira,
ali koji ima jednak indeks loma kao okolno sredstvo — faza vala je nepromije-
njena, ali je amplituda smanjena; ¢ prolaz vala kroz sredstvo razli¢ita indeksa
loma od okolnog sredstva. Pojavljuje se pomak faze izlaznog vala prema
okolnom sredstvu jer je brzina vala u uzorku manja nego u okolnom sredstvu
— amplituda se nije promijenila

SI. 48. Smanjenje amplitude upadnog vala. a pri pro-
lazu upadnog vala kroz uzorak koji djelomi¢no apsor-
bira, b interferiranje upadnog vala s valom manje
amplitude, a jednake duljine, koji je pomaknut u fazi
za pola valne duljine; takav val realno i postoji, a
predstavlja difraktirani val na uzorku

Promatrajuci svjetlost kao valnu pojavu, pri njenu prolazu
kroz djelomi¢no apsorbiraju¢i uzorak smanjuje se amplituda,
a time i intenzitet koji je proporcionalan kvadratu amplitude.
Isti efekt se postize interferiranjem s valom iste valne duljine
koji ima proporcionalnu manju amplitudu, a pomaknut je u
fazi za pola valne duljine (si. 48). Taj formalizam ima fizikalne
osnove i predstavlja rasprSenje i difrakciju svjetla. Vaznost
difrakcije za formiranje slike prvi je uoCio E. Abbe. On je
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pokazao da konacna slika nastaje interferencijom upadne i
difraktirane svjetlosti.

Ako je uzorak potpuno proziran (indeks loma uzorka razli-
Cit je od indeksa loma okolida koji je takoder potpuno pro-
ziran), val na izlazu iz uzorka B (si. 49) iste je amplitude
kao i val A na ulazu, ali je fazno pomaknut. Prema Abbeovoj
teoriji pomak faze izlaznog vala nastao je interferiranjem upad-
nog vala A s difraktiranim valom C (iste valne duljine kao i
upadni val), koji je pomaknut u fazi prema upadnom valu A
(valovi su pomaknuti za oko cetvrtinu valne duljine). Ako se
postigne da se upadni i difraktirani val razlikuju u fazama
za pola valne duljine, njihovim interferiranjem nastaje izlazni
val D, koji ima manju amplitudu nego upadni val A (si. 49c).
Time je promjena u fazi izlaznog vala transformirana u
promjenu u amplitudi tog istog vala. Intenzitet svjetla koje izlazi
iz uzorka manji je od intenziteta svjetla koje prolazi kroz
okoli§. Tada se pojavljuje kontrast izmedu uzorka i okolisa,
pa prozirni uzorak postaje vidljiv. Otuda i naziv faznokontrastni
mikroskop, jer se razlika u fazi izmedu uzorka i okolisa trans-
formirala u razliku kontrasta izmedu uzorka i okoli3a.

Prvu izvedbu faznokontrastnog mikroskopa realizirao je F.
Zernike (Nobelova nagrada 1953).

SI. 49. Fazni pomak i slabljenje amplitude, a prolazom kroz prozirni uzorak

izlazni je val B pomaknut u fazi prema upadnom valu A, dok mu je ampli-

tuda nepromijenjena; b isti se efekt dobije ako difraktirani val, koji je jednake

valne duljine, ali pomaknut za ¢etvrtinu valne duljine, interferira s upadnim

valom A; c pomakne li se difraktirani val C prema upadnom valu A za

polovicu valne duljine, interferiranjem se smanjuje amplituda, pa se dobiva val
D manje amplitude (princip rada faznokontrastnog mikroskopa)

TehniCka izvedba. Za prakticnu izvedbu mikroskopa treba
rijeSiti problem kako odvojiti upadno direktno svjetlo od onog
koje difraktira. RjeSenje se nalazi u postavljanju prstenaste
dijafragme u prednju ZariSnu ravninu kondenzora, koja pro-
pusta prstenasti snop svjetla. Prolazom svjetla kroz kondenzor,
uzorak i objektiv prstenasta se dijafragma preslikava u straznju
ZariSnu ravninu objektiva gdje se nalazi tzv. fazna ploa. To
je planparalelna ploca s prstenastim dielektrikom, koja je toliko
debela da se ostvaruje fazni pomak za Cetvrtinu valne duljine
izmedu svjetlosti koja prolazi kroz ploc¢u i kroz dielektrik (pro-
raCunava se obi¢no za zelenu svjetlost). Promjer je prstenastog
dielektrika tolik da upravo prekriva sliku prstenastog snopa
svjetla (sliku dijafragme) koju su kondenzor i objektiv preslikali
u straznju ZariSnu ravninu objektiva. Kad nema uzorka, sve
svjetlo prolazi kroz prsten fazne ploCe pa se kroz okular vidi
svijetlo polje. Ako postoji uzorak, dio ¢e se svjetla difraktirati
na uzorku i nakon objektiva pro¢i pokraj prstenastog dijela
fazne ploCe. Time je difraktirano i direktno svjetlo razdvojeno
i‘pomaknuto u fazi. Ako je taj pomak cetvrtina valne duljine,
fazna ¢e ploca taj pomak povecati za jo§ cetvrtinu valne du-
ljine, te ¢e se pojaviti interferencija. Fazne razlike koje
stvara uzorak prelaze interferencijom u razliku amplituda, $to
faznu sliku €ini vidljivom (si. 50).

Ako je direktno svjetlo tako fazno pomaknuto da prethodi
difraktiranom, dobiva se kontrast koji se naziva pozitivnim ili
tamnim. Uz pozitivni kontrast dijelovi uzorka koji imaju vedi
opticki put tamniji su od okolisa.

Negativni ili svijetli kontrast nastaje kada direktno svjetlo
kasni u fazi za difraktiranim. Dijelovi uzorka s duljim opti¢kim
putem vide se svjetliji prema tamnijoj pozadini.

Prsten fazne ploCe djelomi€no apsorbira svjetlo, jer je
intenzitet direktne svjetlosti ve¢i nego difraktirane. Da bi se
dobio maksimalni kontrast, difraktirani i direktni snop treba
da budu jednake svjetline. Zbog toga apsorpcija prstena iznosi
~50%--80%. Za promjenu omjera intenziteta direktnog i di-
fraktiranog svjetla upotrebljava se u sklopu kondenzora revolver
s viSe prstenastih dijafragmi. lzmjenom dijafragmi postize se
najbolji kontrast.
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Primjene. Faznokontrastni mikroskop mnogo se primjenjuje
u biologiji i medicini pri proucavanju Zivih stanica. Pomocu
njega moze se promatrati uz najbolje opticke uvjete, s maksimal-
nom mo¢i razlucivanja. Uz pomo¢ mikrokinegrafije doSlo se do
novih spoznaja o Zivim stanicama u gibanju i tokom diobe.

SI. 50. Shematski prikaz faznokontrastnog mikro-
skopa za prozirne uzorke. Prstenasta dijafragma
(i) smjeStena u Zzarisnoj ravnini kondenzora (2)
propusta prstenasti snop svjetlosti. Dijafragma se
preslikava pomocéu kondenzora i objektiva u
straznju Zarisnu ravninu objektiva (3). U toj rav-
nini smjestena je fazna plo¢a (4). Slika dijafragme
to¢no prekriva dielektri¢ni prsten na faznoj ploci.
Dielektricni prsten je takve debljina da stvara
fazni pomak od cCetvrtine valne duljine. Direktna
svjetlost (pune linije), koju uzorak nije skrenuo,
pri prolazu kroz dielektri€ni prsten ima fazni
pomak za Cetvrtinu valne duljine s‘obzirom na
svjetlost difraktiranu na uzor-
ku (crtkane linije), koja pro-
lazi kroz faznu ploéu mimo
dielektri¢nog prstena. Kona¢-
na slika nastaje interferenci-
jom. Promjene u fazi upadne
svjetlosti Sto ih uzrokuje
prozirni uzorak transformira-
ju se u promjene u svjetlini.
Okular, koji na slici nije pri-
kazan, nalazi se iznad ravnine
slike (5) uzorka

Druga je primjena faznokontrastnog mikroskopa u mikro-
refraktometriji (mjerenju indeksa loma uzorka na mikroskop-
skoj razini). Fazni pomak @ vala koji prolazi kroz uzorak i
vala koji prolazi kroz okoli§ ovisi o indeksu loma okoliSa
n0, indeksu loma uzorka nu i o debljini uzorka d, pa vrijedi
relacija

q>:(n0~ njd (15

gdje je X valna duljina primijenjene svjetlosti. Ako je n0 = nuy,
tj. jednaki su indeksi loma okoliSa i uzorka, nece se pojaviti
fazni pomak, pa ni fazni kontrast. Uzorak ¢e biti proziran.
To se upotrebljava kao nulindikator za mjerenje indeksa loma
mikroskopskih uzoraka. U praksi se upotrebljavaju otopine
razli¢itih koncentracija koje imaju kalibrirane indekse loma.
Promatranjem uzorka redom u svakoj od otopina (uzorci su
imerzirani u otopini) nalazi se ona otopina u kojoj je uzorak
proziran. Indeks loma uzorka prema jednadZzbi (15) odgovara
metoda mikrorefraktometrije, koja daje kvantitativne rezultate.
MozZe se primjenjivati za mikrorefraktometriju Zzivih stanica
tako da se upotrebljavaju neotrovne otopine. Obi¢no su to
proteinske otopine uz dodatak soli. Budu¢i da je veza indeksa
loma otopine n i koncentracije C linearna:

n=n0—acC, (16)

gdje je a konstanta priblizno jednaka 1,8 - 10~3m3/kg za vecinu
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stani¢nih sastojaka, a nO je indeks loma otapala (npr. vode),
moguce je izraCunati koncentraciju suhe tvari C (u kilogramima
po kubnom metru) u stanici. Iz izmjerenog volumena stanice
zna se ukupna koli€ina suhe i mokre tvari stanice.

Osim u biologiji, faznokontrastni mikroskop upotrebljava
se u industriji za proucavanje prozirnih uzoraka, kao $to su
razliita umjetna vlakna, kristali (potreban je polarizator), ulja,
bojila, hrana, plastika, emulzije i dr.

Za proucavanje povrSinske strukture upotrebljava se fazno-
kontrastni mikroskop metalur§kog tipa (si. 51).

U okular

| Projekcijska Prstenasta

Fazna le¢a dijafragma
plo¢a A | 1zvor
Kondenzor
Objektiv

Sl. 51. Shematski prikaz faznokontrastnog mikroskopa za
neprozirne uzorke

Interferencijski mikroskop. Interferencijskim mikroskopom
mogu se vidjeti i mjeriti razlike u fazama, odnosno opti¢kim
putovima u prozirnim ili neprozirnim uzorcima. Ako se upotre-
bljava samo za kvalitativno opazanje, mikroskop se naziva
interferencijskokontrastnim.

Interferencijski mikroskop, slicno kao i faznokontrastni, ¢ini
vidljivom strukturu potpuno prozirnih, odnosno reflektirajucih
uzoraka, ali na drugaciji na€in. U faznokontrastnom mikro-
skopu snop svjetlosti se pri padu na uzorak razdvajao na dva
snopa: direktni snop koji je proSao kroz uzorak (odnosno u

Az,
-»>
AR
> t
-* <D.- *0|
i_>ax
Pt C
br A=k/2
2
r-63+A=X/2
n -0 -

SI. 52. Deformacije valne fronte, a ovisnost deformacije valne
fronte o indeksu loma: nl< n2; iako je uzorak nepromjenljive
debljine, dio valne fronte ima fazni pomak, b mjerenje faznog
pomaka izmedu dviju to¢aka uzorka: RF referentna valna fronta,
UF valna fronta deformirana uzorkom, c pomak valnih fronta
pomoéu Wollastonove prizme, d mjerenje razlika faza u inter-
ferentnom mikroskopu s totalnim pomakom, e oblici razli€ito
deformiranih valnih fronta kad im je pomak manji od moci
razluivanja interferencijskog mikroskopa (diferencijalni pomak)
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metalurSkom mikroskopu koji je reflektiran) i onaj koji se di-
fraktirao na uzorku. Interferiranjem tih dvaju snopova nastaje
faznokontrastna slika. U interferencijskom mikroskopu snop se
svjetlosti razdvaja u dva snopa prije pada na uzorak. Veé
prema tome da li se na uzorak pustaju jedan ili oba snopa,
postoje dvije vrste interferencijskih mikroskopa: mikroskop u
kojemu samo jedan snop prolazi kroz uzorak (obasjava ga), a
drugi, referentni, prolazi drugim putem, i mikroskop u kojemu
oba snopa prolaze kroz uzorak (obasjavaju ga).

Interferencijski mikroskop u kojemu samo jedan snop pro-
lazi kroz uzorak graden je po uzoru na interferometre kao
§to su Michelsonov, Mach-Zehnderov, Jaminov interferometar
itd. (v. Optika). Snop svjetlosti razdvaja se u dva snopa, od
kojih jedan pada na uzorak, a drugi, referentni, prolazi nede-
formiran mimo njega. Valna fronta snopa, koji prolazi kroz
uzorak, bit ¢ée deformirana zbog geometrijskog oblika uzorka
i zbog razliCitih indeksa loma u uzorku (si. 52a). Pusti li se
da takav snop s deformiranom valnom frontom interferira s
referentnim nedeformiranim snopom, poveéat ¢e se ili smanjiti
amplituda u pojedinim tockama valne fronte, ve¢ prema rela-
tivnom faznom pomaku valova iz uzorka i referentnog snopa.
Promatra li se takva interferentna slika, dijelovi uzorka koji
su stvorili faznu razliku referentnog i prolaznog snopa jednaku
polovici duljine vala bit ¢e najtamniji, a oni koji nisu uzroko-
vali fazni pomak bit ée najsvjetliji. Ostale to¢ke imat ée osvi-
jetljenost izmedu ta dva ekstrema (si. 53).

SI. 53. Interferentne slike Celi¢ne kuglice iz kuglinog lezaja:
gore nova, dolje istrosena kuglica

Takvi mikroskopi mogu se upotrijebiti za prozirne i za
neprozirne uzorke (metalurdka verzija).

Interferencijski mikroskopi ne upotrebljavaju se za kvalita-
tivno opaZanje, nego za mjerenja, Sto je i razumljivo jer se
osnivaju na interferometrima. Tako, npr., kad se mjeri razlika
faza izmedu dvije to¢ke uzorka, pomice se valna fronta refe-
rentnog snopa tako da se najprije zatamni jedna toCka uzorka,
a zatim druga. Pomak valne fronte jednak je razlici faza dviju
tocaka uzorka (si. 52b).
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Primjene. U biologiji i medicini interferencijski se mikroskop
primjenjuje za istraZzivanje sadrZaja stanica, njihova funkcioni-
ranja, te osobito kvantitativnog mjerenja njihovih sastojaka.
Pri tom se odreduje suha tvar u stanici i mjeri debljina sta-
nica. Odredivanje suhe tvari moguce je zbog linearne veze
indeksa loma otopine n i koncentracije C otopljene tvari
prema relaciji (16). Ako je stanica okruzena sredstvom indeksa
loma n0, fazna razlika zbog debljine stanice d iznosi

(p=(n-n0)d, (17a)
pa je
(p = dCd. (17b)
MnoZenjem s projiciranom ploStinom A stanice dobiva se
(pA = (xACd. (18)

Buduci da je masa suhe tvari stanice M = ACd, dobiva se

§to znaCi da je promjena faze proporcionalna omjeru mase i
plostine. Da bi se izmjerila masa heterogene stanice, potrebno
je mjeriti fazne razlike za mnogo toCaka na stanici. To je
omoguéeno automatskom analizom slike.

U industriji se interferencijski mikroskopi mnogo upotre-
bljavaju za kontrolu debljine tzv. debelih poluvodickih filmova
potrebnih za mikroelektroniku, za kontrolu izradbe preciznih
mehanickih dijelova i obradbe povrSina, te za proucavanje
novih komponenata komunikacijskih linija (fiber-optika). Tada
se referentna valna fronta nagne, te se dobivaju interferencijske
pruge kojima deformacija prati faznu konturu uzorka (si. 54).

SI. 54. Interferentna slika u monokromatskoj svjetlosti razlike razina debe-

lih poluvodickih elektroni¢kih filmova u integriranim sklopovima

Interferencijski mikroskop u kojemu oba snopa padaju na
uzorak primjenjuje postupak pomaka dviju slika (engl. shearing).
U takvim se mikroskopima upotrebljavaju Wollastonove prizme
za stvaranje i rekombiniranje dviju valnih fronta. Wollastonova
prizma sastoji se od dvije dvolomne medusobno slijepljene
prizme od kremena ili kalcita, tako da opticke kristalografske
osi tvore pravi kut. Jedna je os u ravnini papira, a druga je
na nju okomita. Osim toga, obje su osi paralelne s ulaznom
i izlaznom plohom Wollastonove prizme. Ako svjetlosna zraka
pada na Wollstanovu prizmu, ona se razdvoji u dvije po-
larizirane zrake s medusobno okomitim ravninama polariza-
cije, pa nastaje dvolom. Ako se dvolom pojavljuje to€no u
srediStu Wollastonove prizme (gdje su osi prizme jednake
debljine), polarizirane ¢e zrake, koje izlaze iz Wollastonove
prizme, biti u fazi. Ako se dvolom pojavljuje izvan sredista,
nastat ¢e razlike u fazi izmedu izlaznih, medusobno polari-
ziranih zraka. Stavljanjem takve dvostruke prizme izmedu dva
polarizatora od monokromatske svjetlosti dobiva se niz paralel-
nih interferencijskih linija. U bijeloj svjetlosti, kada su polariza-
tori ukrsteni, linije su obojene. Princip je pomaka slike da se
valna fronta najprije pomoc¢u Wollastonove prizme prostorno
razdvoji u dvije valne fronte i lateralno pomakne, a zatim,
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nakon prolaska kroz uzorak, pomocu dvije Wollastonove priz-
me ponovno pomakne za isti pomak u suprotnu stranu i
prostorno preklopi. Tako dvije valne fronte (dvije slike) mogu
interferirati.

Valna fronta, polarizirana pod kutom od 45° na ravninu
crtanja, pada na Wollastonovu prizmu P x (si. 52¢). 1z nje izlaze
dva snopa valne fronte, razli¢itih polarizacija (paralelne i okomite
na ravninu crtanja), koji su lateralno pomaknuti (shearing) za
Ax i longitudinalno pomaknuti u fazi za Az. PovrSine konstantne
faze (valne fronte) obaju snopova prikazane su crtkanom i
punom linijom. Tofka Q se nakon prizme razdvojila u Qi Q-
Nakon prolaska kroz fazni uzorak 0, valne ¢e fronte biti
deformirane (B). Druga Wollastonova prizma (P2) tako je pos-
tavljena da ima suprotno djelovanje od prizme Px. Ona otklanja
pomak Kkoji je nastao djelovanjem prizme PIf te QL i nisu
viSe lateralno pomaknuti.

Ako je lateralni pomak slika mnogo vec¢i od moéi razlu-
Civanja mikroskopa, mikroskop se naziva interferencijskim s
totalnim pomakom. Takva se modifikacija mikroskopa upo-
trebljava zakvantitativno mjerenje faznih razlika (si. 52d).
Zeli li se izmjeriti fazni pomak deformacije valne fronte A,
potrebno je: a) faznim razmicanjem obaju snopova zatamniti
deformaciju valne fronte jednog od snopova (puna linija), pri
tom je fazna razlika

K-z1=A; (20a)
b) suprotnim faznim pomakom zatamniti istu deformaciju druge
valne fronte (crtkana linija), pa je

3+ MN=y. (20b)

Iz relacija (20a) i (20b) dobiva se

Ako je lateralni pomak slika (valnih fronta) manji od modi
razlu¢ivanja mikroskopa (si. 52€), mikroskop se naziva inter-

Sl. 55. Primjer bioloSkog uzroka: a promatranog faznokontrastnim
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ferencijski mikroskop s diferencijalnim pomakom, odnosno dife-
rencijalni interferencijskokontrastni mikroskop. Pomoc¢u takva mi-
kroskopa moguce je kvalitativno opazanje bezbojnih i nekon-
trasnih uzoraka, u kojima je razlika opti¢kih putova 0,1 A---1A.
Ta vrsta mikroskopa upotrebljava se za prozirne i reflektira-
juce uzorke. Interferiranjem deformiraju se valne fronte, pa se
(si. 52e): 1) s lijeve strane vidi uska svijetla, a s desne uska
tamna linija, ili obratno ako razlika putova tih valnih fronta
ima suprotan predznak; 2) uz kontinuiranu promjenu faze,
ve¢ prema gradijentu optickog puta, promjena je od svijetlog
do tamnog kontinuirana; 3) uz linearnu promjenu faze konstan-
tan je gradijent optickog puta. U okularu se ne vide dvije
odvojene slike, nego jedna slika, ali s reljefno kontrastnim
faznim razlikama (si. 55).

U usporedbi s faznokontrastnim mikroskopom, interferen-
cijskokontrastni ima reljefnu sliku, nema neugodnog svijetlog
kruga (halo) oko tamnih pojedinosti, niti osvijetljenih rubova,
omogucuje upotrebu maksimalnih numeric¢kih apertura, a ima
vrlo malu dubinsku oStrinu (reda veliine valne duljine), Sto
omogucuje promatranje pojedinih slojeva uzorka (si. 56).

Polarizacijski mikroskop. U takvu mikroskopu predmet se
osvjetljuje polariziranim svjetlom. Obi¢ni mikroskop za prozirne
uzorke postaje polarizacijski ako se polarizator postavi ispod
kondenzora, a analizator iznad objektiva, s moguéno$¢u rotacije
jednoga od njih. Medutim, opticko staklo za obi¢ne mikroskope
moze imati u sebi zamrznuta naprezanja koja ¢e se vidjeti
u polariziranoj svjetlosti. Zato svi optic¢ki dijelovi treba da budu
od opustenog stakla kako naprezanja ne bi depolarizirala
svjetlost. Sferne plohe leéa takoder utje€u na polariziranu
svjetlost koja se lomi na njima. Budu¢i da u kvalitetnom mikro-
skopu ima mnogo tih ploha, korist je od antirefleksijskih slojeva,
koji smanjuju utjecaj ploha na polarizaciju prolazne svjetlosti,
dvostruka: smanjenje refleksije i o¢uvanje karaktera prolazne
polarizirane svjetlosti. Oba djelovanja povecavaju kontrastnost
slike.

U polarizacijskom mikroskopu potrebno je dovesti uzorak u
to¢no odredeni poloZzaj prema osi mikroskopa i prema ravnini
polarizacije polarizatora. Zato on ima mehaniCki sustav za
pomak uzorka koji se moZze zakretati oko svih osi i kojim se

i bdiferencijalnim interferencijskokontrastnim mikroskopom (poveéanje 130 puta)
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moze bilo koja os uzorka dovesti u opticku os mikroskopa.
Zbog toga polarizacijski mikroskop ima poseban, tzv. univer-
zalni stol (si. 57). Pomoc¢u njega je moguce, zakretanjem uzorka,
na¢i njegove opticke osi i glavne indekse loma. Takav stol je
veoma vazan za mineraloSka ispitivanja. Uzorak se postavlja,
potopljen u tekuéinu s indeksom loma koji je blizak indeksu
loma uzorka, u srediSte izmedu dvije staklene polukugle koje
imaju takoder indeks loma priblizno jednak indeksu loma
uzorka. Rotacijom kugle oko srediSta ostaje njezin efekt na
polariziranu svjetlost konstantan, pa jedino uzorak svojom
strukturom pokazuje promjene u indeksu loma. Takav je stol
potreban pri identifikaciji kristala. Radi dovodenja osi rotacije

SI. 56. Epitelne stanice usne Supljine snimljene pomocu triju vrsta mikro-
skopa. a obi¢nim mikroskopom sa svijetlim poljem, b faznokontrastnim mi-
kroskopom, c diferencijalnim interferencijskokontrastnim mikroskopom
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Sl. 57. Univerzalni stol za odredivanje optic¢kih osi

stola u os rotacije mikroskopa, objektiv mora biti tocno

centriran, $to se postize tzv. centratorom objektiva.
Ortoskopsko i konoskopsko promatranje. Uobiajeno proma-
tranje uzorka kad se uzorak promatra neposredno (u oko se
preslikava ravnina uzorka) zove se ortoskopsko. Za polariza-
cijski mikroskop vazno je tzv. konoskopsko promatranje, kad
se ne gleda uzorak, nego kontura polarizirane svjetlosti u
izlaznoj pupili objektiva, tj. u oko se preslikava Zaridna ravnina
objektiva (si. 58). Tada se promatra pomoc¢u konvergentnog

Sl. 58. Konoskopsko (a) i ortoskopsko

(b) promatranje. 1 okular, 2 Bertran-

dova le¢a, 3 analizator, 4 straznja

zari$na ravnina, 5 objektiv, 6 ravnina

uzorka, 7 kondenzor, 8 otvor, 9 pola-

rizator, 10 pomo¢ni kondenzor, 11
zrcalo

osvjetljivanja. Pri konoskopskom promatranju ne gleda se pove-
¢ana slika uzorka, nego interferentna kontura (si. 59). 1z oblika
interferentnih kontura i njihovom modifikacijom pomoc¢u kom-
penzatora mogu se odrediti: broj osi, kut medu osima, te op-
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SL 59. Opazanje interferentne konture
pri konoskopskom promatranju; u
oko se preslikava straznja*zarisna rav-
nina objektiva. 1 oko, 2 okular, 3
Bertrandova le¢a, 4 analizator, 5
straznja zarisna ravnina objektiva s in-
terferentnim konturama, 6 objektiv s
veéom aperturom, 7 jednoosni kristal
s optickom osi paralelnom s mikro-
skopskom osi, 8 kondenzor

ticka karakteristika kristala (si. 62 i 63). Odmah iza analizatora
mogu se umetnuti opticki elementi za modifikaciju rada pola-
rizacijskog mikroskopa.

Kremeni klin. Tanki kremeni klin kojemu je opticka os pa-
ralelna s njegovim vrhom zalijepljen je na kremenu plocu kojoj
je os u plo€i pod pravim kutom na os klina. Na jednom
mjestu klin je iste debljine kao i kremena ploca, pa tu nema
retardacije zbog ukrStenih osi (v. Optika). Na svim drugim
dijelovima klin uzrokuje kontinuirano mijenjanje retardacije.
Pomicanjem klina ispod uske pukotine, koja je postavljena ispod
analizatora, nalazi se poloZaj gdje se kompenzira uzorak, tj.
uzorak postaje taman za ukrStene polarizatore. Tu retardacija
klina ima jednak iznos, a suprotan predznak od retardacije
uzorka. Ako je klin bazdaren, moZe se neposredno ocitati retar-
dacija uzorka.

Cetvrtvalna ploca. Za odredivanje tipa nekog kristala upo-
trebljava se tzv. Cetvrtvalna ploca kojoj je retardacija jednaka
Cetvrtini valne duljine svjetlosti. Uz dodatak jo$ jedne Cetvrt-
valne ploCe iznad polarizatora, uzorak se promatra u cirku-
larnopolariziranoj svjetlosti, koja pojednostavnjuje interferentnu
konturu pri konoskopskom promatranju, pa se osi kristala vide
kao tocke okruzene prstenima, dok se u planpolariziranoj
svjetlosti osi odreduju tek poslije dvaju mjerenja: jedno uz
analizu pod kutom od 45° i drugo nakon poniStenja.

Ploca s osjetljivom bojom punovalna je retardacijska kremena
plo€a s optickom osi u ravnini ploGe. Male varijacije u uzorku
ona pretvara u promjenu boje na koju je oko vrlo osjetljivo.

Boja se pojavljuje zbog retardacije, koja ovisi o disper-
zivnim svojstvima kremena: punovalna retardacija je u zelenom,
neSto veéa u plavom i ne$to manja u crvenom podrucju.
Izmedu ukrStenih polarizatora to daje tzv. negativhu zelenu
boju ili magentu, koja se veoma brzo mijenja malim dodat-
nim retardacijama u uzorku.

Berekov kompenzator mala je kalcitna ploCica kojoj se nagib
moZe mjeriti. Opticka je os normalna na plocicu, tako da ima
nultu retardaciju u horizontalnom poloZaju. Poveéavanjem na-
giba plocCice retardacija se povecava. PloCica se zakre¢e bubnjem
koji je bazdaren, te se retardacija moze neposredno ocitati.

Primjene. Osnovna je primjena polarizacijskog mikroskopa
u kristalografiji i kristalooptici. Nadalje, upotrebljava se za
ispitivanje naprezanja u materijalima (npr. u staklu), te za pro-
matranje nevidljivih pojedinosti u prozirnim nitima. Pomocu
polarizacijskog mikroskopa za neprozirne uzorke (npr. meta-
lurski mikroskop) moguce je istrazivati refleksiju, birefleksiju,
boju i tvrdoéu uzorka.
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Fluorescencijski mikroskop. U fluorescencijskim mikrosko-
pima primjenjuje se fluorescencija ispitivanih uzoraka za nji-
hovu detekciju i identifikaciju.

Fluorescencija je emisija pretezno vidljive hladne svjetlosti
tokom apsorpcije svjetlosne, kemijske, toplinske ili energije
oslobodene mehani¢kim deformacijama, sudarima s elektro-
nima, pozitivnim ionima, Cesticama radioaktivnog zracenja,
fotonima i si. OzraCivanjem tvari elektroni prelaze u pobudeno
stanje. Nakon priblizno 10-8 s elektroni se vraéaju u nepobu-
deno stanje i pri tom zraCe razliku energije u obliku fotona
fluorescentne svjetlosti. Valna duljina takva zraCenja, prema
Stokesovu zakonu, ne moZe biti kra¢a od valne duljine pobud-
nog zracenja. Proces pobudivanja elektrona traje samo dok je
tvar ozraCena, pa i fluorescencija prestaje priblizno nakon
10~8s. Postoje primarna i sekundarna fluorescencija.

Primarna je fluorescencija vlastita fluorescencija uzorka koji
nije posebno prepariran fluorescentnim bojama (fluorokromima).
Da bi se postigla primarna fluorescencija, uzorci se najprije
ozracuju ultraljubicastim zraCenjem i promatraju kroz razli€ite
vrste filtara. Ako se ne postignu Zeljeni rezultati, nastavlja se
ispitivanje pomoc¢u sekundarne fluorescencije.

Sekundarna se fluorescencija pojavljuje na uzorcima koji u
prirodnom obliku ne fluoresciraju, nego tek nakon prepariranja
fluorokromima. Tako su, inaCe nerazlu€ive, fine strukture raz-
dvojene kontrastnim bojama fluorescencije.

Uzorci se prepariraju ve¢ prema razradenim postupcima.
Za staniCne jezgre i membrane, bakterije, leukocite, limfocite
i dr. najpogodniji su naran€asti i zuti akridin, auramin, kori-
fosfln, rodamin, tetraciklin, primulin i dr. Kao otapalo najces¢e
sluZi voda, a rjede alkalna i fizioloSka otapala. To¢no je odre-
deno trajanje preparacije, koja iznosi od nekoliko sekunda do
desetak minuta. Razradene su i tablice dobivenih valnih duljina
fluorescentne svjetlosti koje ovise o valnoj duljini pobudnog
zraCenja.

Specijalni oblik sekundarne fluorescencije je imunofluorescen-
cija, koja se javlja ako se antitijela (protuotrovi koji se sami
stvaraju u tijelu kao obrana od bolesti) prepariraju fluorescen-
tno aktivnim tvarima. Nakon toga reagiraju s antigenima
(tvarima koje u organizmu uzrokuju stvaranje antitijela, kao npr.
virusi, bakterije i dr.). Taj kompleks uzrokuje fluorescenciju.

Za fluorescentnu mikroskopiju potrebni su, osim poseb-
nih metoda za pripremu uzoraka, i specijalno gradeni mi-
kroskopi. To se odnosi na nacin osvjetljivanja uzoraka, svjet-
losne izvore, filtre, objektive i okulare.

Osvjetljivanje uzoraka. Prema osvjetljivanju uzoraka postoje
dvije vrste fluorescencijskih mikroskopa. U jednima se primje-
njuje prosvjetljivanje uzorka (za rad s prozirnim uzorcima), a u
drugima obasjavanje uzorka (za neprozirne uzorke).

Mikroskopi s prosvjetljivanjem uzorka. Za osvjetljivanje uzor-
ka upotrebljavaju se izvori koji u svom spektru sadrze velik
dio ultraljubicastog zracenja. Intenzitet toga zracenja mora biti
velik, jer je osvijetljenost fluorescentne slike najceSée veoma
malena. Zracenje izvora najprije prolazi kroz filtar koji propusta
samo dio spektra potrebnog za pobudivanje fluorescencije (pri-
marni filtar), a zatim kroz kondenzor. Prema izvedbi konden-
zora promatra se slika sa svijetlim ili tamnim poljem. U mikro-
skopu sa svijetlim poljem na objektiv pada i fluorescentno i
pobudno zrafenje (si. 60). Ispred okulara smjeSten je filtar
koji propusta samo fluorescentno zracenje (sekundarni filtar).
U mikroskopu s tamnim poljem na objektiv pada samo fluo-
rescentno zracenje (si. 61). Tada se upotrebljavaju samo objek-
tivi s numeri¢kim aperturama do 1,15. Postupak je sa svijetlim
poljem pogodniji zbog stvaranja visoke apsolutne svjetline fluo-
rescentne slike. Medutim, staklo upotrijebljeno za gradu konden-
zora i objektiva i samo fluorescira, pa to smanjuje kontrastnost
slike. Zato se CeS¢e primjenjuje tamno polje, osobito u bio-
loSkim i medicinskim istraZzivanjima. lako je apsolutna svjetlina
u postupku s tamnim poljem manja nego kad se primjenjuje
postupak sa svijetlim poljem, kontrast je fluorescentne slike
prema tamnoj pozadini vedi.

Mikroskopi s obasjavanjem uzorka. Kondenzor je nepotreban,
jer njegovu ulogu preuzima objektiv (si. 64), slicno kao u meta-
lurSkom mikroskopu.
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Sl. 60. Fluorescencijski mikroskop s prosvjetljivanjem u svijetlom polju. A SI. 61. Fluorescencijski mikroskop s prosvjetljivanjem u tamnom polju. A
zratenje izvora (vidljivo i pobudno zracenje), B samo pobudno zracenje (vid- zraenje izvora (vidljivo i pobudno zracenje), B samo pobudno zraenje (vid-
ljivo je zraenje zaustavljeno filtrom), C preostalo pobudno zraenje i fluores-  ljivo je zraenje zaustavljeno filtrom), C fluorescentno zraenje; 1 izvor svjetla,

centno zracenje, D samo fluorescentno 2 primarni filtar, 3 konden-
zor tamnog polja, 4 sekun-

darni filtar

SI. 62. Interferentne konture jednoosnih struktura razli€itih debljina uzorka, poloZzaja i dvoloma u monokromatskoj svjetlosti, a do li kriske uzoraka rezane

okomito na opticke osi: a kristal male debljine sloja ili dvoloma, b do d kristal vece debljine ili dvoloma, e odredivanje optickih karakteristika

pomocu cetvrtvalne ploce, / izgled kristala rezanog okomito na opticku os u cirkularno polariziranoj svjetlosti, g opticki aktivni kristal (kremen), h Airyjeve

spirale kremena debljine 4 mm; i, j opticka os kristala zakrenuta za 45° prema ravnini uzroka, k opticka os kristala zakrenuta za 70° prema ravnini
uzorka, | opticka os kristala paralelna s ravninom uzorka
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Osim tih dvaju osnovnih tipova fluorescencijskih mikro- sl 64. Grada fluorescencijskog mikroskopa za ne-
skopa, postoje i razli¢ite kombinacije (simultane metode) za  Pprozirne uzorke. 1 sekundarni filtar (zamjenljivi),
posebne zahtjeve, ako se osim fluorescentne strukture Zele pri- 5?25‘;{:,%?2' é:ﬁ?glgnfﬁogﬁzgfﬁgo?“Sgﬁ&'g::gf#]
kazati i nefluorescentni dijelovi u svijetlom i u tamnom polju, filtrima, 4 dikroi¢no zrcalo, 5 izvor zragenja, 6 to-
pomocéu faznog kontrasta ili polarizirane svjetlosti. Ako se, npr., plinski filtri, 7 dijafragma svijetlog polja, 8 primarni
eli prougavati struktura nefluorescentnog tkiva koje okruzuje  filtri. 9 dijafragma za parazitne zrake, 10 objek-

R .. Loz . 7 tiv, 11 uzorak
fluorescentni djeli¢ uzorka, te lokacija toga djelica u tkivu,
primjenjuje se prosvjetljivanje uzorka s tamnim poljem u kom-
binaciji s obasjavanjem uzorka ili obasjavanje uzorka u kom-
binaciji s prosvjetljivanjem uzorka s efektom faznog kontrasta.
Za istodobno proucavanje polarizacije i fluorescencije uzorka
dvolomca primjenjuje se obasjavanje uzorka u kombinaciji s
prosvjetljivanjem uzorka s efektom polarizacije svjetlosti. Za
usporedbu dvaju djeliéa uzorka obojenih razli¢itim fluorokro-
mima sluZi obasjavanje uzorka u kombinaciji s prosvjetljivanjem
uzorka.

Svjetlosni izvori i filtri Za optimalno pobudivanje i regi-
striranje fluorescencije za odredenu vrstu uzorka nije dovoljno
samo odabrati jedan od navedenih fluorescencijskih mikroskopa.

Veliko znaCenje ima izbor kombinacije povoljnog izvora svjetlosti
s pogodnim primarnim i sekundarnim filtrima, a to zahtijeva
to€no poznavanje spektralnih karakteristika pobudnog i fluo-
rescentnog zracenja. NajceS¢e upotrebljavani izvori svjetlosti
jesu: volfram-halogene Zarulje (12 V; 100 W), visokotlacne kse-
nonske lu¢nice (75"*450W), ultravisokotlane Zivine lu€nice
(50- --200 W) i dr. Primarni i sekundarni filtri mogu se kombi-
nirati prema Sirini pojasa frekvencija upotrijebljene pobudne

SI. 63. Interferentne konture dvoosnog kristala, a do j Kkriske kristala okomito na vrh bisektrise: a tanki preparat (ili mali dvolom) — kut medu

osima kristala ~ 10°, b debeli preparat (ili veliki dvolom) — kut medu osima kristala 10°, ¢ ravnina osi malo nagnuta prema osi mikroskopa — kut

medu osima kristala ~30°, d preparat kao c; odredivanje optike Kkarakteristike pomoéu &etvrtvalne ploée, e tanki preparat (ili mali dvolom) — kut medu

osima ~50°, h deblji preparat — kut medu osima ~50°, g preparat kao f ali u normalnom polozaju, h preparat kao / i g u cirkularno polariziranoj

svjetlosti — optiCke osi odgovaraju totkama na konturi, i deblji preparat (normalni polozaj) — kut medu osima ~50° j preparat kao i: dijagonalni

poloZaj, k kut medu osima veéi od raspoloZive aperture mikroskopa (~70°), | vrlo debeli preparat (Secer): kriska okomita na opticke osi, kut medu osima
~40°
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svjetlosti, pa pobudivanje fluorescencije moze biti Siroko-
pojasno, uskopojasno ili selektivno.

Sirokopojasno pobudivanje fluorescencije (si. 65) postize se
pomocu primarnih filtara koji propustaju Sirok pojas frekvencija
u ultraljubi¢astom i plavom dijelu spektra. Ta je metoda upo-
trebljiva za mikroskope s obasjavanjem i prosvjetljivanjem
uzorka, sve dok se frekvencije pobudne i fluorescentne svjetlosti
dovoljno razlikuju. Ako je sekundarni filtar pravilno odabran,
on c¢e skoro potpuno sprije€iti prolaz pobudne svjetlosti, a
skoro potpuno propustiti maksimum emisije fluorescentnog zra-
¢enja.

%
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SI. 65. Sirokopojasno pobudivanje fluorescencije. A pobudno, B fluorescentno
zratenje. Maksimumi pobudnog i fluorescentnog zracenja su razmaknuti.
Primarni filtar propusta Siroki spektar pobudnog zracenja u podrucju kratkih
valnih duljina (C), a zaustavlja ga prema frekvencijama fluorescentnog zracenja.
Sekundarni filtar propusta maksimum emisije fluorescentnog zracenja (£5), a
propusnost mu naglo pada prema kraéim valnim duljinama

400 500 600
Valna duljina k nm

Sl. 66. Uskopojasno pobudivanje fluorescencije. A pobudno, B fluorescentno

zratenje. Maksimumi pobudnog i fluorescentnog zrafenja veoma su bliski.

Primarni filtar ima simetricne propusne karakteristike (C) s maksimumom

propusnosti izmedu maksimuma pobudnog i fluorescentnog zracenja. Sekun-

darni filtar ima strmi pad prema kratkim valnim duljinama (2) mnogo prije
maksimuma pobudnog zragenja

Uskopojasno pobudivanje fluorescencije (si. 66) primjenjuje se
kad su frekvencije pobudnog i fluorescentnog zra€enja veoma
bliske. Pobudna se svjetlost filtrira primarnim interferentnim
filtrom koji propusta uski frekventni pojas i koji reZze pobudno
zraCenje u uskom pojasu spektra. To pobuduje fluorescenciju
uskog pojasa frekvencija u blizini pobudnih frekvencija. Ako se
upotrijebi sekundarni filtar kojemu propusna mo¢ naglo pada
na strani frekvencije pobudne svjetlosti, fluorescentna slika neée
biti poremecéena pobudnom svjetlo§éu.

Selektivno pobudivanje fluorescencije, slicno kao uskopojasno
pobudivanje, upotrebljava se kad su bliski frekventni maksi-
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mumi pobudnog i fluorescentnog zracenja. Razlika je u upotrebi
interferentnog primarnog filtra nesimetricnih spektralnih karak-
teristika. Takvi se filtri kombiniraju sa sekundarnim interfe-
rentnim filtrima inverznih propusnih karakteristika.

Objektivi. Objektivi za fluorescentnu mikroskopiju nepro-
zirnih uzoraka moraju koncentrirati veliku energiju na ispiti-
vani uzorak da bi pobudili intenzivnu fluorescenciju. Apertura
objektiva mora biti Sto veca, jer intenzivnost raste s kvadratom
aperture. Kao imerzijska tekucina upotrebljava se voda ili ulje.
Tako se ne gubi svjetlost refrakcijom na granici staklo—zrak,
ni reflekcijom izmedu pokrovnog stakla i prednje le¢e objektiva.
Voda je nekad pogodnija jer se moZe brzo i potpuno ukloniti s
uzorka.

Okulari. Okulari svojim poveéanjem, medu ostalim, utje¢u
i na intenzivnost fluorescentnog zracenja. Upotrebljavaju se oku-
lari velikog povecanja osobito za fluorescentnu mikrograflju,
dok se okulari manjeg povecéanja upotrebljavaju samo za vizu-
elno promatranje.

Stereoskopski mikroskop. Promatranjem predmeta u prirodi
pomocu oba oka neki se predmeti vide dalje, a neki blize, pa
se osjeca prostornost. To je stereoskopski efekt. Svako oko,
zbog razmaka medu o€ima, vidi objekt pod razli€itim kutom,
opaza razli¢itu sliku, koja se onda u mozgu rekonstruira u
trodimenzionalnu sliku. Upotrebom binokularnog mikroskopa
oba oka vide istu sliku, ¢ime izostaje stereoskopicnost. Tro-
dimenzionalni efekt se postize pomocu stereoskopskog mikro-
skopa, koji se jo§ naziva i Greenoughov mikroskop. Stereo-
skopski mikroskop sastoji se od dva odvojena mikroskopa, za
svako oko jedan, ucvri¢ena tako da im se opticke osi objek-
tiva sijeku u ravnini predmeta (si. 67). Nagib optickih osi
iznosi 8°-- 14°, ovisno o promatracu.

Kad su opticke osi objektiva i okulara iste, uzorak se opaza
u realnoj debljini. Mijenjanjem kutova opaZzena se debljina
povecava ili smanjuje. Najmanji razmak objektiva ogranicen je
promjerom njegove prve le¢e. Zbog toga je ograni¢ena i nume-
ricka apertura objektiva, a time i korisno povecanje, koje pri
upotrebi stereoskopskog mikroskopa Greenoughova tipa obi¢no

Sl. 67. Stereomikroskop (Greenoughova tipa), a obi¢ni, b s dodatnom
le¢om za povecanje numericke aperture, a time i za veéu mo¢ razlu-
Civanja
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iznosi 120 puta (maksimalno poveéanje 300 puta). Mo-
guénosti poveéanja mijenjaju se izborom objektiva i okulara,
dok se kontinuirano povecanje (~4- -5 puta) mijenja upotrebom
zoom-sustava.

Stereoskopski mikroskop prije svega je razvijen za potrebe
seciranja u biologiji. Njegova je upotreba postepeno proSirena
za kontrolu izradbe veoma sitnih dijelova u industriji, u elek-
troni¢koj industriji za kontrolu mikroelektroni¢kih kompone-
nata i precizne mehani¢ke obradbe. Posebno konstruirani ste-
reoskopski mikroskopi upotrebljavaju se u otorinolaringoloskoj
i u oftalmoloskoj kirurgiji kao operativni mikroskopi. Takoder
se primjenjuju u geologiji i mineralogiji.

Za veca povecanja upotrebljava se stereoskopski mikroskop
nastao adaptiranjem binokularnog mikroskopa, umetanjem sus-
tava polarizatora i analizatora. Snop svjetlosti raspolavlja se na
izlazu iz objekta na lijevu i desnu polovicu, koje se onda do-
vode oCima. Presjek snopova na izlazu iz okulara ima oblik
polukruga. Zbog toga se za povecanje rabi samo 1/2 povrSine
objektiva, a time se numeric¢ka apertura objektiva reducira. U
takvu se stereoskopskom mikroskopu upotrebljavaju objektivi
i okulari obi¢nog mikroskopa (ukljuCujuci i imerzijske objek-
tive), a maksimalno je povecanje ogranic¢eno jedino difrakcijom.

Buduc¢i da opticki sustav okreée sliku, analizatori moraju
biti tako orijentirani da svjetlost s lijeve strane prolazi kroz
desnu pupilu okulara i obratno. Ako se postave suprotno,
dobiva se pseudoskopska slika, tj. udubina ¢e se u uzorku vidjeti
kao izbocina i obratno.

Invertni mikroskop. Uzorci se invertnim mikroskopom pro-
matraju s donje strane. Glavni dijelovi toga mikroskopa, objek-
tiv i okular, nalaze se ispod mehaniCkog stola (si. 68). Postoje
izvedbe za prozirne uzorke s osvjetljenjem odozgo i metalurska
izvedba s vertikalnim osvjetljenjem odozdo.

SI. 68. Opticka shema invertnog mi-
kroskopa za transparentne uzorke

Invertni mikroskop za prozirne uzorke upotrebljava se za
promatranje taloga razli€itih otopina u staklenim zdjelicama,
odnosno bioloskih kultura, a takoder za promatranje kemijskih
reakcija, za odredivanje taliSta i dr.

Invertni metalurski mikroskop osobito je pogodan za prou-
cavanje velikih uzoraka koji se ne mogu smjestiti pod uobica-
jeni mikroskop.

MetalurSki mikroskop upotrebljava se za ispitivanje nep-
rozirnih materijala. Najveca mu je primjena u metalografiji,
pa otud i naziv.

Metalurski mikroskop razlikuje se od mikroskopa za trans-
parentne uzorke prema sustavu za osvjetljivanje, koji je sa-
stavni dio mikroskopa. Kao i za mikroskope za prozirne
uzorke, sustav za osvjetljivanje moze biti izveden za rad u
svijetlom polju i u tamnom polju.

Svijetlo polje. Pri takvu osvjetljivanju svjetlost prolazi kroz
isti objektiv kojim se stvara slika uzorka (si. 69). Da bi to
bilo moguce, upotrebljava se djelitelj snopa (obi¢no je to
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polupropusno zrcalo), kojim se u vidno podruCje objektiva
dovodi svjetlosni snop iz sustava za osvjetljivanje. Primjenom
Kohlerova osvjetljivanja aperturna dijafragma omogucuje kon-
trolu aperture svjetlosnog snopa koji izlazi iz objektiva i osvjet-
ljuje uzorak (si. 70), a dijafragma svijetlog polja veli¢inu
osvijetljenog dijela uzorka. Dio mikroskopa na optickoj osi
objektiva, iza djelitelja snopa, jednak je onom u mikroskopu
za prozirne uzorke. Djelitelji snopa mogu iskoristiti cijelo vidno
polje objektiva ili samo njegovu polovicu (si. 71). Ako se snop

Sl. 70. Mijenjanje korisne numericke aperture ob-
jektiva prema otvoru aperturne dijafragme

a b C d

SI. 71. Djelitelji snopa za svijetlo polje, a polupropusno
zrcalo na tankoj plo€i, b polupropusno zrcalo izmedu dviju
prizama, c poluzrcalo, d poluprizma

dovodi u cijelo vidno polje objektiva, upotrebljava se polu-
propusno zrcalo ili polupropusna prizma, a ako se dovodi samo
u polovicu vidnog polja, upotrebljava se poluzrcalo ili polu-
prizma. Drugi postupak moZe se primjenjivati jedino za objek-
tive malih povecanja. Kad su jaki objektivi, upotrebljava se
polupropusno zrcalo za ubacivanje svjetlosti u os objektiva.
Tada najviSe 20% svjetlosti koja pada na polupropusno zrcalo
dolazi do okulara. Zato se za metalurSke mikroskope velikih
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povecanja upotrebljavaju jaki izvori svjetlosti, kao §to je, npr.,
ksenonska lu€nica.

Kako se pri prolazu svjetlosti kroz objektiv, koji istodobno
sluzi za stvaranje slike, pojavljuju unutradnje refleksije koje
mogu znatno smanjiti kontrastnost slike, upotrebljavaju se
opticki elementi s antirefleksnim slojevima.

Koso osvjetljenje. Ako aperturna dijafragma ili svjetlosni
izvor nije centriran, uzorak je osvijetljen pod kutom. Rezultat
je reljefna struktura stvorena sjenama.

Tamno polje. Dok se u metalurSkom mikroskopu za rad
u svijetlom polju mogao iskoristiti objektiv za transparentne
uzorke, za rad u tamnom polju potrebni su osobiti objektivi
sa svjetlovodom, smjeSteni u stijenki objektiva (si. 72). Tada
se upotrebljava potpuno zrcalo, s prozirnim elipti€nim sredis-
njim dijelom, koje reflektira prstenasti snop svjetlosti na
svjetlovod u objektivu i koji u obliku Supljeg svjetlosnog konusa
pada na uzorak. Svjetlosne zrake padaju na uzorak pod do-
voljno velikim kutom da refleks od ravnih ploha ne vrada
zrake u objektiv. Jedino defekti na plohi reflektiraju dio zraka
u objektiv. Vide se, dakle, svijetli defekti na tamnoj pozadini.

Polirana povrsina

Navoj Royal Micros.
Society 0,797/x 36
Podmeta¢ u kompletu za
parfokalno podeSavanje

Mat povrsina
Zastitni metalni plast

Prozirni plasti¢ni
svjetlovod

Paraboli¢na povrsina,
za totalnu refleksiju

Ravnina uzorka
Sl. 72. Presjek kroz objektiv za tamno polje

Metalurdki mikroskop za tamno polje ima niz korisnih primjena.
Kontrolom povrSine uzorka ogrebotine na visokopoliranoj po-
vrdini vide se kao svijetle linije na tamnoj pozadini, dok su u
svijetlom polju nevidljive. Takoder se upotrebljava za ispitivanje
napuklina na metalu i kvalitete obradbe (npr. kontrola poli-
ranja).

Polarizirana svjetlost. Kad se radi sa svijetlim poljem, moZe
se upotrijebiti polarizirana svjetlost ako se u sustav za osvjet-
ljivanje umetne polarizator, a ispred okulara analizator. Da bi
se smanjio efekt djelitelja snopa kao depolarizatora, polariza-
tor je orijentiran s ravninom polarizacije okomito na ravninu
papira. Ravnina je polarizacije mikroskopa paralelna s papirom.
Kad su polarizator i analizator ukrSteni, vidno je polje tamno.
Zakretanjem uzorka za 360° promatra se reakcija povrsine, pa
se moze ustanoviti da li je supstancija izotropna ili anizotropna.
Izotropne supstancije neée zakretanjem uzorka mijenjati sliku,
ali ¢e se pri promatranju anizotropne supstancije izmjenjivati
zacrnjenja s osvjetljenjem. Polikristalni anizotropni metali (to
su oni koji imaju razliCite optiCke karakteristike u razlicitim
kristalografskim smjerovima) najbolje se istrazuju polariziranom
svjetloscu.

Senzibilna obojenost. Umetanjem retardacijske plo¢e izmedu
polarizatora i djelitelja snopa mozZe se promatrati slabi dvolom,
kako je to navedeno uz opis polarizacijskog mikroskopa. Sluzi,
npr., za detektiranje pora u grafitu ili za opazanje malih
strukturnih razlika.
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Primjene. Uzorci materijala koji se ispituju metalurSkim
mikroskopom obi¢no se utaljuju u plastiku, a povrSina se obra-
duje do poliranja. Time je udaljenost predmeta to¢no definirana.
Da bi se razlikovali sastojci metala, metal se prije mikrosko-
piranja lagano kemijski nagriza. Moguce je promatrati struk-
turu, zrnatost, svojstva i raspodjelu komponenata. Kako su veci-
na danasnjih metalnih materijala legure, metalurski se mikro-
skop upotrebljava za istrazivanje utjecaja temperature taljenja
na legure (v. Metalurgija).

Univerzalni istrazivacki mikroskop. U univerzalnom istra-
Zivackom mikroskopu ujedinjena su svojstva gotovo svih vrsta
mikroskopa. Takav se mikroskop moze prilagoditi svim zahtje-
vima pri istrazivanju mikroskopom. lako je maksimalno fleksi-
bilan, on nema bolje razlu€ivanje od drugih tipova mikroskopa,
jer se upotrebljavaju jednaki opti¢ki elementi. Univerzalni istra-
zivacki mikroskop mora imati masivno i stabilno postolje s
apsorberima udarca ugradenim u konzolu radi stabilnosti slike.
Stol ima velike moguénosti podeSavanja, odnosno lako se za-
mjenjuju stolovi za posebne svrhe. Postupci osvjetljivanja mo-
raju se jednostavno mijenjati ili upotrebljavati istodobno. Mora
postojati mogucénost prikljucka vise razlicitih izvora svjetlosti
na isto postolje. Na takvu mikroskopu ugradena je kamera
s automatskim osvjetljivanjem, odnosno lako zamjenljiva ka-
mera, ukljucujuéi filmsku i televizijsku kameru. Takoder je
ugraden i ekran za mikroprojekciju namijenjen za demonstri-
ranje manjim grupama. Mnogi dijelovi mikroskopa su lako
zamjenljivi, npr. kondenzori za tamno polje, fazni kontrast itd.

Mikroskopi s nevidljivim zraenjem. Ljudsko oko je osjetljivo
u relativno uskom spektralnom podruéju, od 400- -700 nm.
Za opazanje zra€enja duljih ili kra¢ih valnih duljina razvijene
su metode za vizualizaciju mikroskopskih slika stvorenih takvim
zraCenjem.

Mikroskop za ultraljubicasto zra€enje (tzv. UV mikroskop)
stvara sliku pomocéu toga, za oko nevidljivog zracenja. Prvi
takvi mikroskopi su konstruirani pocetkom stolje¢a. Nastali
su radi teorijske moguénosti postizanja veée moci razlucivanja
zracenjem kracih valnih duljina, jer je mo¢ razlu€ivanja obrnuto
proporcionalna valnoj duljini. Objektivi su bili monokromati,
a izvori zraCenja ugljene lu€nice. Slika se hvatala na fluores-
centnom ekranu ili na fotografskoj plo¢i. Buduéi da se izostra-
vanje na fotografsku ploCu nije moglo vidjeti, primjenjivala se
metoda pokuSaja i pogreSaka. Zbog mukotrpnog postupka, a
slabih rezultata, metoda je napuStena, ali se ponovno pocela
primjenjivati oko 1930. godine kad je zamijecena selektivna
apsorpcija zivih stanica (si. 73). Prisutnost ili nepostojanje spe-
cifi€nog apsorpcijskog pojasa spektra pokazuje na normalnu,
odnosno abnormalnu stanicu. Ta se €Cinjenica primjenjuje pri
istrazivanju karcinoma.

fr IST *' vV 'Ti

X=435,8 nm

SI. 73. Primjer promjene
apsorpcije s promjenom
valnih duljina za isti uzo-

rak X =265,0 nm A= 253,2nm

Kao izvori ultraljubi¢astog zrafenja upotrebljavaju se
srednje i visokotlatne luénice punjene plinom. Najvise se upo-
trebljava Zivin luk kojemu se u spektru nalaze brojne jake
linije za preliminarno izoStravanje. Vodikov, deuterijev i kse-
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nonski luk takoder se upotrebljavaju kad je uz linijski potreban
i kontinuirani spektar.

Ultraljubicasti mikroskopi povezani su s monokromatorom
jer je selektivna spektralna apsorpcija kljuéni element u ultra-
ljubic¢astoj bioloSkoj mikroskopiji.

Ultraljubicasti opticki sustavi. U vecini novijih ultraljubi¢astih
mikroskopa upotrebljavaju se zrcalni objektivi (katooptricki)
ili objektivi kombinirani od zrcala i le¢a (katodioptricki), a
rjede Cisto dioptrijski objektivi. U katooptrickim sustavima
sredisnji je dio pupile pokriven. Ako je omjer ploStine pokri-
venog dijela pupile prema cijeloj pupili manji od 0,07, slika
nije bitno naruSena. Katooptricki sustavi nemaju kromatsku
aberaciju i sve do numeri¢kih apertura od ~ 0,5 mogude je
korigirati komu odrZavanjem koncentricnosti zrcala. Sferna
aberacija, medutim, progresivno raste, pa je potreban mnogo
ve¢i omjer pokrivenog dijela pupile i cijele pupile.

Bolja rjeSenja su katodioptricki sustavi od zrcala i dielek-
trika od fluorita ili Cistoga taljenog kremena, kojima se kori-
gira sferna aberacija i koma. Takvi sustavi imaju prihvatljiv
omjer pokrivenog dijela pupile i cijele pupile, te dobro korigi-
ranu kromatsku aberaciju.

Ultraljubicasti receptori. Za pretvaranje ultraljubicaste slike
u vidljivu upotrebljava se nekoliko tipova pretvarata. Slika
se moze snimati elektronskom cijevi, kao S$to je npr. ortikon
(osjetljivom na ultraljubic¢asto zraCenje), i promatrati na ekranu
monitora. Ultraljubi¢asta slika moZe se stvarati na djelomi¢no
prozirnom fotoemitiraju¢em sloju, pri ¢emu se pojavljuje emisija
elektrona. Fotoemitirajuci sloj je katoda elektronitkog sustava,
a vidljiva povecana slika stvara se na fluorescentnom ekranu
s druge strane cijevi.

Osim toga, ultraljubicasta slika moze se snimati na film
osjetljiv na ultraljubi¢asto zracenje.

Mikroskop za infracrveno zracenje (tzv. IC mikroskop) stvara
infracrvenu sliku optickim sustavom sli€nim onome za ultra-
ljubicasti mikroskop. Pri tom je dioptricki dio proziran za in-
fracrveno zraCenje. Za blisko infracrveno zracenje (do 1,5 [im)
moZe se upotrebljavati staklo, a za dalje drugi materijali
(irtran, silicij, germanij).

Slika se vizualizira pomocu fotografske emulzije (do X —
= 1300 nm), a u posljednje vrijeme pomocu tzv. infracrvenog
pretvaraca (slicnog onome za ultraljubicasti mikroskop).

Za dalje podrucje infracrvenog zracenja upotrebljavaju se
termovizijski sustavi s hladenim detektorima poluvodickog tipa
(PbSnTe i HgCdTe) za konverziju infracrvene u vidljivu sliku.

Sl. 74. Upotreba infracrvenog mikroskopa za promatranje neprozirnih uzoraka

u vidljivom spektru, a uzorak bituminoznog ugljena pod obi¢nim mikro-

skopom, b isti uzorak pod infracrvenim mikroskopom (do 1200nm; vide se
spore, alge i unutraSnja struktura)

Infracrveni mikroskop upotrebljava se za promatranje uzoraka
koji su u vidljivom spektru potpuno neprozirni, a primjenom
infracrvenog zraCenja vidi se njihova struktura (si. 74).

Infracrveni mikroskop sluzi za ispitivanje drva, koralja, kri-
votvorina, a takoder i starih dokumenata.

U posljednje vrijeme naglo se razvija upotreba infracrvenog
mikroskopa za blisko infracrveno podru¢je (do X = 1300 nm),
koji ima infracrveni konvertor ve¢ ugraden u mikroskop.

Mala energija fotona infracrvenog zracenja vazna je za ispi-
tivanje Zivih stanica, jer se s takvim ozrafenjem ne razara
stanica ili se ne djeluje na njezinu mutaciju, kao pri upotrebi
mikroskopa s rendgenskim zraCenjem. Energija fotona infracr-
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venog zraCenja nije dovoljna da pobudi osjetljive celularne
sustave (retina oka) pa se mogu proucavati u nepobudenu
stanju.

U najnovijim postupcima primjenjuje se infracrvena fluo-
rescencija pigmenata u bioloSkim uzorcima (npr. klorofil), pobu-
denih vidljivim zraCenjem u podrucju 400* -600 nm (si. 75).

+H=

= ®e

[ ] *. 1
1 .

[ ] V.
1 »Jf
[ ] 'H > t%

9 1 L

Sl. 75. Upotreba infracrvenog mikroskopa za promatranje infracrvene fluo-

rescencije. a diatom melosire pod obi¢nim mikroskopom u transparentnoj

svjetlosti, b isti uzorak pod infracrvenim mikroskopom (vidi se infracrvena

fluorescencija klorofila i ostalih pigmenata i zapaza se veliki medustanicni
kontrast)

Takoder se u poluvodickoj industriji upotrebljava blisko
infracrveno zraCenje za pronalazenje defekata u poluvodickim
materijalima, kao §to su Si, GaAs, koji su u vidljivom spektru
neprozirni, a prozirni su za infracrveno zra€enje valnih duljina
oko 1100 nm.

Mo¢ je razlu€ivanja infracrvenog mikroskopa manja od mik-
roskopa za vidljivo zracenje i proporcionalno opada s porastom
valnih duljina.

Mikroskop za rendgensko zra€enje stvara sliku pomocu rend-
genskog zra€enja. Kontrastnost mikroskopske slike postize se
apsorpcijom rendgenskog zracenja u uzorku. Osim $to daju
strukturne informacije o wuzorku (ukljuuju¢i i neprozirne
uzorke), mikroskopi s rendgenskim zracenjem daju i kvantita-
tivne kemijske informacije, Sto im daje prednost prema drugim
mikroskopima. Oni, naime, omogucéuju pouzdanu ultramikro-
kemijsku analitiCku tehniku pomocu koje se mogu analizirati
uzorci mase 10“ 12 --10~14¢g, s pogreSkom od samo nekoliko
postotaka. Mo¢ razlu€ivanja takvih mikroskopa iznosi 0,2---
2 (im.

Postoje Cetiri osnovna postupka s mikroskopima s rendgen-
skim zraCenjem.

Projekcijska mikroradiografija jedna je od metoda za dobi-
vanje uvecane slike uzorka pomodu divergencije snopa rend-
genskog zraCenja tako da se film postavlja na razlicite udalje-
nosti od uzorka, umjesto da se priljubljuje uz njega (si. 76a).

SI. 76. Shematski prikaz rasporeda za razlicite mikroradiografije. a

projekcijska, b kontaktna, c¢ refleksna sa zakrivljenim plohama, d

refleksna s rotacijskosimetriénim sustavom od tri i e od Cetiri zrcala,
| spektrografija
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IspocCetka takva tehnika nije zadovoljavala zbog neostre slike,
jer snop rendgenskog zracenja potjece iz ZariSta konacnih dimen-
zija. Razvoj magnetskih i elektrostatskih le¢a omogucio je koli-
miranje elektronskog snopa prakticki u tocku (0,2 jJim), koji
nakon sudara s metom stvara toCkasti izvor rendgenskog zra-
Cenja. Buduéi da je moguce usporedivati intenzitet svjetlosti
slike s primarnom apsorpcijom u uzorku, a tim i zaklju€ivanje
0 strukturi uzorka, takva slika daje vise informacija od slike
nastale elektronskim mikroskopom, jer u njemu ne postoji mo-
gucénost odredivanja kvantitativne apsorpcije elektrona u uzorku.

Kontaktna mikroradiografija postupak je u kojemu se tanki
sloj uzorka (debljine 0,1 mm i manje za metale i ostale guste
materijale, a neSto deblji za bioloSke uzorke) priljubi uz foto-
grafsku emulziju velike mo¢i razlu€ivanja (vece od 1000 linija
po milimetru) i ozrauje rendgenskim zrafenjem povoljne valne
duljine. Dobivena apsorpcijska slika u mjerilu 1:1 uzorak je za
obi¢no mikroskopiranje (si. 76b).

Rejleksijska mikroradiografija osniva se na Cinjenici da je
indeks loma rendgenskog zracenja u ¢€vrstim tvarima veoma
malen, malo manji od 1 Uz veliki kut upada pojavljuje se
totalna refleksija. Ako je povrSina od koje se zraCenje reflek-
tira udubljena, postize se izoStravanje u jednoj dimenziji. Ukrs-
tanjem takvih dviju povrSina (si. 76c) dobiva se slika, a astig-
matizam se korigira kompliciranim oblikom tih povrSina. Upo-
trebljava se i rotacijsko simetricni refleksijski sustav (si. 76d i e).
Mo¢ razlu€ivanja je =0,5---1 \im.

Rendgenska spektrografija primjenjuje Braggovu refleksiju u
cilindriéno svinutom kristalu (si. 76f). Moé razluCivanja je
~ 50 jJim.

Primjena. Mikroskopi s rendgenskim zradenjem upotreb-
ljavaju se u biologiji i medicini za kvantitativno odredivanje
suhe tvari, sadrzaja vode i elementarne strukture uzoraka, kao
npr. ziv€ane stanice, misi¢a, kromosoma itd. Kapilarna cirkula-
cija u zivim organizmima takoder se moZe proucavati mikro-
skopima s rendgenskim zraCenjem nakon S§to se u krvotok
ubrizga kontrastno sredstvo i uzastopno viSekratno mikrora-
diografira. Osim toga, moguce je odrediti debljinu tankih uzo-
raka (kao npr. Ziv€ane stanice i nekih sastojaka tkiva kostiju)
ozraCivanjem pod velikim upadnim kutom. Postavljanjem filma
luzorka pod odredenim kutom mogu se dobiti stereoskopni
mikroradiogrami. Kad se upotrebljavaju tanki slojevi tkiva, do-
biju se trodimenzionalni prikazi. Mikroskopi s rendgenskim zra-
Cenjem takoder se upotrebljavaju u organskoj i anorganskoj
kemiji, mineralogiji, metalurgiji i industriji (registracija i analiza
mikrodefekata, fraktura, kontrola varova i uspjeSnosti
spajanja, analiza sastava legura, ruda, kristala, keramic¢kih ma-
terijala, kontrola povrSinske obradbe i si.).

REPRODUKCIJA MIKROSKOPSKE SLIKE

Mikroskopska slika moZe se neposredno opazati. Mikroskop
stvara virtualnu poveéanu sliku, a leéa oka preslikava je na
mreznicu. Osim toga, moZe se na pogodnom ekranu dobiti
realna povecéana slika mikrouzorka, pa se tek ta slika promatra
okom. To je indirektni na€in reprodukcije mikroskopske slike.

Moguca je reprodukcija mikrofotografijom, mikrokinemato-
grafijom, mikrotelevizijom, mikroprojekcijom i crtanjem mikro-
skopske slike.

Mikrofotografija je postupak snimanja mikroskopske slike
na film. Kompliciranija je od uobiCajene fotografe jer, osim
poznavanja fotografskog postupka, zahtijeva i poznavanje
mikroskopiranja.

Preinaka mikroskopa za mikrofotografiju. Mikroskop koji se
upotrebljava za vizuelno opaZzanje (si. 77a), tj. koji stvara
vizuelnu sliku uzorka u beskonagnosti kako bi je oko akomo-
dirano na beskonafnost moglo vidjeti, moZe se upotrebljavati
za mikrofotografiranje, stvaranjem realne slike na nekoliko
nacina: 1) postavljanjem fotografskog aparata ugodenog na bes-
konacnost iza okulara dobiva se realna slika uzorka na filmu
(si. 77b). Pri tom objektiv fotografskog aparata naruSava kva-
litetu slike svojim aberacijama; 2) promjenom izoStrenja mikro-
skopa pomice se realna slika objektiva ispred okulara na uda-

Produ- Foto-
Vizuelno Foto- Defoku- ljenje -okular
opazanje -objektiv siranje tubusa (projektiv)

Sl. 77. Preinaka mikroskopa za mikrofotografiranje

ljenost ve¢u od zariSne daljine okulara, te okular stvara realnu
sliku uzorka na filmu (si. 77c). Zbog promjene efektivne du-
ljine tubusa pojavljuje se sferna aberacija; 3) promjenom izo-
Strenja okulara stvara se realna slika na filmu (si. 77d). Tako
se takoder povecava duljina tubusa; 4) upotrebom tzv. foto-oku-
lara, posebno podeSenog za fotomikrografiju (ultraplan, projek-
tiv), postize se realna slika uz minimanal broj optickih eleme-
nata i uz minimalnu aberaciju i veoma ravno polje (si. 77e).

Fotobinokularni (trinokularni) mikroskopi. Na starije mono-
kularne mikroskope kamera se, preko adaptera, postavljala na
okular mikroskopa. Moderni su istrazivacki mikroskopi hino-
kularni, a ako su predvideni za fotomikrografski rad, imaju
tre¢i tubus za kameru. Takvi mikroskopi nazivaju se foto-
-binokulari, odnosno trinokulari (si. 39). U tre¢i tubus postavlja
se foto-okular. Pomocu adaptera prikljuuje se dodatak za izo-

Djelovanje
djelitelja
snopa

Tubus s foto-
-okularom

SI. 78. Presjek dodatka za mikrofotografiranje. Djelitelj snopa propusta dio

snopa u tubus za izoStravanje, u svjetlomjer i na film. Kad se snima u boji,

dio snopa odlazi na mjerilo temperature boje. Snimati se moZe fotografskim

aparatom malog formata, a kad se snima Polaroidom, upotrebljava se do-
datna leca
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Stravanje, podeSen za fotografski aparat. Uobicajeno je da se
mogu prikljuciti aparati malog formata (24 mm x 36 mm), te
Polaroid formata 4in x 5in (ili 3| in x 4\ in) za brzo dobivanje
gotovih slika. Kad se upotrebljava Polaroid, nalazi se jo§ medu-
le¢a za opticko prilagodivanje formata slike. Fotografski aparati
imaju ugradene zatvaraCe kojima se bira vrijeme ekspozicije. Do-
datak za izoStravanje (si. 78) ima ugraden djelitelj snopa koji
sliku iz okulara propusta djelomi¢no u fotografski aparat, a
djelomi¢no u tubus za izoStravanje. U tubusu za izoStravanje
nalazi se koncanica na kojoj se formira slika uzorka. Polozaj
je koncanice tako podeSen da je slika oStra na filmu kada je i
na koncanici oStra. Da bi se sprijeCio utjecaj akomodacije oka,
slika koja se vidi kroz tubus mora biti oStra istodobno kad se
oStro vide niti koncCanice.

Odredivanje ekspozicije. Nekad se vrijeme ekspozicije odredi-
valo pokusom. Danasnji mikroskopi imaju ugradene fotoelek-
tricne svjetlomjere kojima se odreduje vrijeme ekspozicije.
NamjeStanje ekspozicije je ru€no ili automatsko, a i pomicanje
filma je Cesto automatsko.

Foto-okulari (projektivi). Za mikrofotografiju upotrebljavaju
se posebni foto-okulari (projektivni okulari) koji stvaraju ravno
polje realne slike. Takvi okulari nisu pogodni za vizuelni rad
jer Cine negativan sustav leca.

Crno-bijeli film. Pri upotrebi crno-bijelog filma moguce je
povecati ili smanjiti kontraste neke boje upotrebom filtra kom-

plementarne boje ili filtra iste boje. To mogu biti stakleni
filtri ili obojene folije.
Film u boji. Kad se snima u boji, vazno je osvijetliti

film svjetloS¢u one temperature boje za koju je film i nap-
ravljen. Za podeSavanje temperature boje izvora svjetlosti na
koju je film osjetljiv upotrebljavaju se konverzijski filtri. Za
male formate pri snimanju u boji obi¢no se upotrebljava film
za dijapozitive koji se mogu projicirati. Negativ u boji upo-
trebljava se samo kad je potrebno viSe fotografija.

Povecanje. Kad se snima s okularima za vizuelni rad, pove-
¢anje Mf uzorka na filmu iznosi

Mf= MmA P;
*0
gdje je Mm povecanje mikroskopa, k projekcijska duljina fo-
tografskog aparata (obi€no 125mm za format 24 x 36 mm), 10
daljina jasnog vida, a p faktor povecanja aparata (faktor
povecanja naznafen na aparatu, tabl. 6).

(22)

Tablica 6
POVECANJE FOTOGRAFSKIH APARATA
PRI SNIMANJU KROZ OKULAR
MIKROSKOPA

Format Pove¢anje p
24 mm x 36 mm 1
6,5cm x 9cm 2,5
9cm x 12cm 35
3-in x 4-in.(Polaroid) 3
4in x 5in (Polaroid) 35

Kad se snima s foto-okularima (projektivima), povecanje
iznosi

Mf=M obM fop,

gdje je Mob povecanje objektiva, a Mfo poveéanje foto-
-okulara.

Vanjska kamera (kamera s mijehom) nije u€vr$¢ena na mikro-
skop, nego stoji na vlastitom stalku. Njene prednosti su u
vecoj fleksibilnosti i u veéim formatima (do 13 x 18cm) filma
(fotografske ploc¢e). lzoStrava se kao i pri obicnom snimanju
tom vrstom kamera, tj. pomoc¢u mlije€nog stakla. Za osvjetljenje
tako velikih formata potrebni su jaki izvori svjetlosti (ksenonske
lu€nice).

Fotografski mikroskop (foto-mikroskop). To je posebna vrsta
mikroskopa koji su predvideni u prvom redu za mikrofoto-

grafiranje. Oni imaju Ugraden fotografski aparat malog ili
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velikog formata te automatsko namjeStanje ekspozicije i auto-
matsko prematanje filma nakon svakog eksponiranja. Opticki
sustav za vizuelni rad tako je podeSen da nije potrebno po-
sebno izoStravanje slike na filmu. Kad se kroz binokularni dio
vidi oStra slika, tada je ona takva i na filmu.

Mikrofotografija sjednim stupnjem pove¢anja. U mikrofotogra-
fiji obicno se upotrebljavaju dva stupnja poveéanja, pomocu
objektiva i okulara. Ako se upotrebljava samo objektiv, tada
postoji samo jedan stupanj povecanja. Ako je omjer veli¢ine
slike i predmeta > 1, dobiva se mikrofotografija, a kad je taj
omjer <1, makrofotografija. Jedan stupanj povecanja primje-
njuje se pri snimanju malih predmeta i nije potrebno upotri-
jebiti mikroskop, nego se moze sluziti svakom kamerom s
mijehom.

Stereomikrofotografija. Snimanjem kroz okulare stereomikro-
skopa dobiju se dvije slike koje se pomocéu stereoskopa mogu
ponovno vidjeti kao trodimenzionalna slika. Moguce je snimiti
stereoskopske slike obi€nim mikroskopom. Jedan je od postu-
paka da se uzorak snimi pod dva razli€ita kuta (si. 79a), a drugi
je da se uzorak snima u dva razli¢ita poloZaja pod objektivom
(si. 79b). Ve¢ prema nagibu ili pomaku postize se jaCina
stereoskopskog efekta.

Objektiv

SI. 79. Stereoskopsko snimanje obi¢nim mikroskopom, a sni-
manje pod dva razlicita kuta i b snimanje uzorka u dva
razli¢ita poloZaja

Mikrokinematografija. Svrha je mikrokinematografije regi-
stracija promjene oblika i strukture mikroskopskog uzorka.
Takoder, primjenom ubrzanog, odnosno usporenog snimanja,

Sl. 80. Mikroskop i kinematografska kamera za mikrokinematografiju
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omogucéeno je pracenje promjena koje su zbog brzine ili spo-
rosti nedostupne ljudskom opazanju. Projekcijom je omoguéen
prikaz promjena uzorka. Kamera mora stajati na posebnom
stativu (si. 80) kako se ne bi prenosile vibracije na mikroskop.
Kamera se moze prikljuciti upotrebom objektiva kamere, kao
na si. 77b. Tada je povecanje na filmu
Mf= MobM ok4 (24)
*0
gdje je Mab poveéanje objektiva, Mok,poveéanje okulara, a
/obk zariSna daljina objektiva kamere. IzoStrava se pomocu ob-
jektiva kamere gledanjem kroz traZzilo kamere ili kroz dodatak
za izoStravanje kao za mikrofotografiju. Osim toga, kamera se
moze prikljuciti bez objektiva kamere kao za mikrofotografiju.
Budu¢i da je mijenjanje vremena ekspozicije veoma ogra-
ni¢eno ili nemoguce, pravilna se ekspozicija postize upotrebom
neutralnih filtara pomocu kojih se mijenja svjetloca slike.
Kad se snimaju mikroprocesi koji se sporo odvijaju (npr.
utjecaj kemikalija na Zive preparate), mogu se snimanjem slika
svakih nekoliko minuta, koje se reproduciraju normalnom br-
zinom, vidjeti sve pojedinosti procesa koji su inate zbog svoje
sporosti nedostupni ljudskom zapazanju. *

Mikrotelevizija. Mikrotelevizijom realna se slika stvara na
fotoosjetljivoj povrsini optoelektroni¢kog pretvaraca (npr. vidi-
kona, ortikona ili neke druge televizijske cijevi). Ta cijev pre-
tvara opticku sliku u elektricne impulse. Priklju¢kom na mo-
nitor impulsi iz kamere transformiraju se u vidljivu sliku.
Cijevi mogu biti osjetljive i na ultraljubicasti i infracrveni
dio spektra, $to omogucuje promatranje uzorka u zracenju
nevidljivom za ljudsko oko. Takoder se moze snimati i u boji.
Upotrebom magnetoskopa moguée je trajno registrirati pro-
mjene uzorka. Povezivanjem mikrotelevizije s elektroni€kim
racunalom omogucuje analizu mikroskopske slike,,mjerenje i
brojenje uzoraka. Opticko i mehanicko prikljucenje televizijske
kamere na mikroskop u potpunosti odgovara prikljucenju
filmske kamere, s tom razlikom 3to je nepotreban poseban
optiCki vizir za izoStravanje jer se oStrina slike kontrolira
na monitoru. Osvjetljenje nije potrebno posebno regulirati jer
televizijska kamera ima automatsku regulaciju pojacanja svjet-
loce slike u omjeru 1:250. Za razliku* od filmske kamere, tele-
vizijska ne stvara vibracije.

Mikroprojekcija se primjenjuje kad je mnogo opazaca koji-
ma treba prikazati mikroskopirani uzorak. Kako je za povecéanu
sliku na ekranu potrebno mnogo svjetlosti, uzorci moraju biti
osvijetljeni jakim snopom svjetlosti (obi¢no ksenonska lugnica).
Zbog razvijanja topline mora se upotrijebiti protutoplinski filtar
kako bi se sprijecilo o3teéenje uzorka i objektiva. Cak i kad
prolazi samo vidljivi spektar kroz uzorak, energija je dovoljno
velika da ubije Zivi uzorak, pa je zbog toga potrebno zracno
hladenje kako bi se produzio Zivot uzorka. Obi¢no se mogu
projicirati jedino slike prozirnih uzoraka u svijetlom polju.

Projicirati se moZe na transparentnu staklenu mutnu plocu
promjera nekoliko'desetaka centimetara, koja je ugradena u
mikroskop kao projekcijski ekran ili na ekran na zidu. Za
mikroprojekciju upotrebljava se obi¢ni mikroskop (ili jo§ bolje
foto-binokular) koji iznad okulara ima prizmu za skretanje
snopa na ekran. Grade se i posebni mikroprojektori. To su
mikroskopi s jakim izvorima svjetlosti, te okularima i objekti-
vima prilagodenima za mikroprojekciju. Takvi mikroskopi
imaju i kondenzore na revolveru, gdje se zamjenom objektiva
istodobno mijenja i upareni kondenzor, kako se demonstrator
ne bi morao koncentrirati na podeSavanje mikroskopa.

Crtanje mikroskopske slike. To je najstariji nacin reproduk-
cije mikroskopske slike. lako postoje usavrSeni postupci repro-
dukcije, ipak je crtanje slike joS vazno zbog mnogih prednosti.
Crtanjem se moZe, naime, prikazati uzorak u veéoj dubini nego
Sto je dubinska oStrina mikroskopa, time 3to se sukcesivno
crtaju oStre zone. Neke pojedinosti na slici mogu se istaknuti,
a druge zanemariti.

Danasdnji mikroskopi imaju dodatak za crtanje (camera lu-
cida) kojim se istodobno kroz binokular gleda i uzorak i
papir, te se ima utisak da se crta po uzorku (si. 81). Pomocu
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regulatora svjetloe (obi¢no polaroidi) mogu se po volji za-
tamnjivati ili uzorak ili crtez.

U okular
*

SI. 81. Opticka shema dodatka za cr-
tanje mikroskopske slike

MIKROSKOPSKA MJERENJA

Opticki sustav mikroskopa stvara sliku uzorka. Raspozna-
vanje uzorka ponekad je dovoljno za opaZafa, medutim Ccesto
je osim oblika uzorka potrebno znati i druga svojstva, npr.
dimenzije, broj djeliéa ili fotometrijske karakteristike uzorka.
Za mijerenje tih parametara treba primijeniti kvantitativne
postupke mikroskopije.

Mjerenje duljine. Kad se mjere geometrijske veliine, u
okular se, u ravninu dijafragme vidnog polja, postavljaju po-
godne planparalelne ploc¢ice s graviranim oznakama, tzv. kon-
Canice. Gledanjem kroz okular vidi se slika koncanice koja
prekriva sliku uzorka. Nitni kriz najjednostavnija je koncanica.
On se upotrebljava za mjerenje razmaka izmedu dviju tocaka
uzorka. Pomicanjem mehanickog stola kriz se namjesti na jednu
to€ku, o€ita pozicija mehani¢kog stola, a zatim se stol pomice
dok se kriz ne namjesti na drugu toCku. Razlika se oCita na
noniju mehanic¢kog stola. Taj je postupak pogodan za mjerenje
vecih razmaka na uzorku jer to¢nost mjerenja pomaka meha-
nickog stola iznosi 0,1 mm. Za male razmake upotrebljava se
kon€anica na kojoj je ucrtana skala s baZzdarenom podjelom
(obi€no s podjeljcima od 0,1 mm). Prividna duljina podjeljka
ovisi o faktoru povecanja slike. Faktor povecanja slike ovisi
0 povecanju objektiva, o povecanju optickog sustava izmedu
objektiva i okulara (zoom), te o duljini tubusa. Zbog toga se
skala okulara bazdari pomoéu bazdarne mjerne, tzv. mikro-
metarske skale. To je predmetno staklo s graviranim podjeljcima
na razmaku od 0,01 mm, koje se gleda pod mikroskopom i
usporeduje s okularnom skalom, te se okularna skala tako
bazdari. Tocnost mjerenja s graviranom konc¢anicom iznosi
+ 1 [im.

Preciznija su mjerenja moguéa pomocu mikrometarskog
okulara, koji ima pomicni nitni kriz i fiksnu skalu s podjeljcima
od 1mm u vidnom polju. Nitni se kriz moze pomocu bubnja
postaviti s to€nos¢u od 1/1000 mm. Mikrometarski okular deset
je puta precizniji od okulara sa skalom. Kao i obi¢nu okularsku
skalu, i tu je skalu potrebno bazdariti pomoéu bazdarne
mjerne skale.

a b c d

SI. 82. Mijerenje jedne od dimenzija predmeta pomocu pomaka
slika. Mjeri se pomak od dodira slika do njihova preklapanja.
Dobiveni pomak je mjerena duljina D. a slike su uzorka razmak-
nute (pomak je veéi od mijerene duljine uzorka), b slike uzorka se
upravo doti€u (pomak je jednak mjerenoj duljini uzorka), c slike
uzorka se djelomi¢no prekrivaju (pomak je manji od mjerene di-
menzije uzorka, d dvostruke slike uzorka se to¢no prekrivaju
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Za mjerenje razmaka primjenjuje se jo§ metoda s pomakom
slike. Pogodnim optickim sustavom slika se razdvoji u dvije
slike, pa se njihov pomak mjeri pomoéu mikrometra. Razmi-
canjem slika od poloZaja kad se potpuno prekrivaju do nekog
polozaja (npr. kad se dvije slike doti¢u) mjeri se jedna od
dimenzija uzorka (si. 82).

Mjerenje kuta. Slicno kao i mjerenje duljina, kut se moze
mijeriti oCitavanjem skale na zakretnom mehanickom stolu. Kut
se ocCitava na goniometru stola ili na goniometarskoj skali
koncanice u okularu.

Mjerenje plostjne. PloStina uzorka mjeri se pomocéu mre-
Zaste koncanice koja se smjesta u okular (si. 83a). Linearni
podjeljci kon€anice bazdare se pomocu mjerne skale, pa su
poznate ploStine malih kvadrata. NamjeStanjem uzorka ispod
mreZe broje se kvadrati¢i prekriveni uzorkom. Ako uzorak ima
priblizno kruzni oblik, njegova se ploStina mjeri kon€anicom
s krugovima kojima ploStina raste slijeva nadesno za faktor
2 (si, 83h).

,142284 56 8

»000000

1142284 5& 8 c

Sl. 83. Konganice za mjerenje plostine uzorka, a mrezasta konganica, b kon-

€anica s kruznicama i krugovima (slijeva nadesno svaki sljede¢i krug ima

dvostruko vecu povrsinu), ¢ kon&anica za usporedno odredivanje veli¢ine
zrna (granula) uzorka

Za usporedbu veli€ine granula (zrna) upotrebljava se kon-
Canica s ucrtanim granulama (si. 83c).

Mjerenje obujma. Kad je uzorak pravilnog oblika (kugle,
kvadri, piramide), moguée je mjerenjem linearnih dimenzija
izracunati obujam. Ako je uzorak amorfnog oblika (npr. bio-
loSka stanica), mjeri se plostina slojeva stanice i razmak d
medu njima. Obujam je stanice koja ima i slojeva

V=drA,
I

Mikrofotometrija i mikrospektrofotometrija jesu fotometrija
i spektrofotometrija pomoc¢u mikroskopa (v. Fotometrija, TE 5,
str. 608). U principu, mjeri se propusnost obojenih i neobo-
jenih prozirnih uzoraka, odnosno refleksija od neprozirnih uzo-
raka radi identificiranja supstancije, odnosno da se odredi njen
sadrzaj.

Slicno kao za mikrofotografiju, upotrebljavaju se mikro-
skopi s binokularom i tre¢im tubusom na koji se prikljucuje
fotometar. Kako je za fotometriranje potrebno pripremiti mnogo
manji uzorak nego $to je vidno polje mikroskopa, upotreb-
ljava se opticki sustav za izbor dijela slike koji opaZza fotometar.
Tako je olakSano fotometriranje onoga dijela uzorka koji se

(25)
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zeli fotometrirati. Kao detektor upotrebljava se fotomultipli-
kator; njegov se signal pojacava i rezultat se prikazuje ili na
galvanometru ili na digitalnom instrumentu. Tako se svjetlosni
signal transformira u elektri¢ni signal.

Fotometriranje je moguce jer je struja iM iz fotomulti-
plikatora proporcionalna svjetlosnom toku <AM Sto pada na
njega.

Omjer svjetlosnog toka kroz dio uzorka koji apsorbira <fU
(struja iM) i kroz dio koji ne apsorbira 40 (struja i0) jednak
je koeficijentu Ciste apsorpcije

= = (26)
<0 o'
Budu¢i da je koeficijent Ciste apsorpcije
3=e-*d 27)

gdje je d debljina uzorka, a x koeficijent linearne apsorpcije,
moze se x izraCunati.

Za otopine, prema Beerovu zakonu, vrijedi da je %= £c,
gdje je ¢ koncentracija otopljene tvari, a e konstanta ovisna
0 svojstvima tvari, pa je moguée izracunati koncentraciju tvari,
odnosno vrijednost konstante e.

Fotometrirati se moze i posredno, na mikrofotografijama,
tako da se te mikrofotografije mikrodenzitometriraju, tj. da se
mijeri zacrnjenje na uzorku.

Upotrebom razli€itih obojenih filtara, koji se umec¢u u sustav
za osvjetljivanje, mogu se mjeriti apsorpcije, odnosno refleksije
za razli€ita podrucja spektra, osobito uz upotrebu specijalnih
spektralnih svjetiljaka i interferentnih filtara. To omogucuje
spektrofotometrijska mjerenja.

Za mijerenje refleksije upotrebljavaju se refleksni standardi
poznate refleksije za razliCite valne duljine.

Fotometrijski mikroskop takoder se upotrebljava za foto-
metriju fluorescentne svjetlosti.

Primjene. NajviSe se mikrofotometrija transparentnih uzo-
raka primjenjuje u biologiji i medicini, u prvom redu u citologiji
lhistologiji. Fotometrijskim mjerenjem omogucena je identifika-
cija stanica i istrazivanje utjecaja kemikalija na stanice (npr.
kemoterapeutika). Kako ve¢i dio stani¢nih sastojaka apsorbira
ultraljubi¢asto zraCenje, moguce je identificirati te sastojke ako
se znaju apsorpcijske linije pojedinih sastojaka. Mikrofotome-
trija se primjenjuje za istrazivanje u mikroelektronici i u tekstil-
noj industriji za istrazivanje vlakana. Za petrografska, mine-
raloSka i metalografska istrazivanja mikrofotometriraju se nepro-
zirni uzorci.

AUTOMATSKA ANALIZA SLIKE

Automatska elektroni¢ka analiza slike postupak je za do-
bivanje razli¢itih kvantitativnih informacija iz slike.

Da bi se slika mogla elektronicki analizirati, ona treba
da se transformira u digitalne elektricne signale. Na pogodan
nac¢in slika se rastavi u raster, pri ¢emu je svaki element
rastera viSe ili manje zacrnjen. Zacrnjenja se transformiraju u
nekoliko nijansa sive boje (si. 84). Raster se postiZze skeniranjem
mikroskopske slike. Postoje tri postupka skeniranja.

U prvom postupku skenira se osvjetljivanjem. Mikroskop
se upotrebljava na inverzni nacin za smanjenje svjetlosne mrlje

256 x 256

Sl. 84. lIzgled digitalizirane slike za razne gustoce rastera
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koja se pomice u ravnini slike objektiva mikroskopa. Objek-
tiv projicira takvu smanjenu mrlju na predmet, a iza predmeta,
pomocu optoelektronickog elementa, pretvara se propusnost
uzorka u elektri¢ni impuls. Kao svjetlosna mrlja sluzi laserski
snop koji se pomi¢e pomocu skenera ili katodna cijev projicirana
u ravninu slike na kojoj snop elektrona stvara svjetlosnu mrlju
(si. 85).

Drugi je postupak elektromehani¢ko skeniranje uzorka (si.
86). Tada se mehanicki stol, na kojemu je uzorak, skenira
elektromehani¢ki po medusobno okomitim osima x iy, kako
bi se dobio raster. OptoelektroniC¢ki se registrira propusnost
uzorka.

——————— » elektronicki signal
------- » svjetlosni signal

SI. 85. Shema skenera s pomi¢nom svjetlosnom mrljom. E
optoelektroni¢ki element, R generator rastera, ADK ana-
logno-digitalni konverter, S razina sive boje, O uzorak, x,y
poloZaj rasterskog elementa, KC katodna cijev, Mi mikroskop

mqg.

>y ADK

T i
Na obradbu

SI. 86. Shema elektromehani¢kog skeniranja. Skeniranjem

uzorka po koordinatama x i y dobiva se raster slike, a

mjerenjem svjetla kroz mikroskop razina sive boje. | izvor

svjetla, K sustav osvjetljenja, D mjerna dijafragma (ostalo kao
na si. 85)

SI. 87. Shema elektroni¢kog skeniranja slike. Upotrebom tri-

nokularnog mikroskopa, s priklju¢enom televizijskom kame-

rom, omogucena je transformacija slike u digitalne elektri¢ne

impulse. SC optoelektroni¢ki pretvara¢ slike (ostalo kao na
si. 86)

Tre¢i je postupak elektronicko skeniranje slike, koji se
najéeSce upotrebljava jer se moze upotrijebiti obi¢ni trinokularni
mikroskop na koji je prikljucena televizijska kamera. Ona pre-
tvara sliku u raster s nekoliko nijansa sive boje. Analogno-digi-
talnom konverzijom analogni se signal transformira u digitalni,
koji se elektroni¢ki obraduje (si. 87).

Sva tri postupka mogu se primjenjivati za analizu prozir-
nih i neprozirnih uzoraka.

Visina-
vertikalna
dimenzija
uzorka

Sirina-
horizontalna
dimenzija
uzorka

Dijametar-
najveca udaljenost
izmedu bilo koje
dvije totke na
obodu

Ukupna plostina -
cijela plodtina
unutar oboda
uzorka

Vanjska plostina
razlika ukupne i
nutarnje plodtine

Opseg -
ukupna duljina
vanjskog oboda
uzorka

Postotna plostina

(eM,)- 100
ukupna plostina
polja

PP—

Lokacija -
polozaj uzorka
u koordina-
tama x,y
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Nutarnja plostina—
plostina u nutar-
njem obodu

SI. 88. Tipitne mogucénosti automatske analize slike

Nakon rastavljanja slike u raster elektroni¢ki se impulsi
dalje obraduju elektronickim racunalom (si. 88).

Razina praga. Kad 3e upisuje crta rastera, elementi crte
imaju razli¢ite nijanse sive boje. Postavi li se prag detekcije
uzorka, detektirat ¢e se elementi rastera koji su visi od praga
kao uzorak, a oni nizZi kao pozadina. PoteSkoce se pojavljuju
kad se upisuju nejednoliko obojeni uzorci ili uzorci nejednolike
debljine. Tada razinu praga treba korigirati od mjesta do mjesta,
a referentna je razina kontrastnost na dijelu uzorka (kontrast-
nost uzorka i pozadine; si. 89). Medutim, takav postupak nije
pogodan za uzorke koji se od pozadine mnogo ne razlikuju.

SI. 89. Kontura pomoc¢u razine praga, a uzorak, b digi-
talizirana kontura uzorka

Tada je pogodniji postupak pomocu analize susjednih eleme-
nata.

Susjedni elementi rastera. Element rastera identificira se kao
tocka uzorka, te raCunalo usporeduje tu toCku sa susjednom
tockom u istoj crti. Nakon skeniranja svih toCaka u crti
obracunavaju se i memoriraju tocke koje su identificirane kao
uzorak. Analogno se postupa sa svim recima rastera. Ve¢ prema
potrebi i programu racunala iz tih se podataka odreduje opseg
uzorka, plostina, poloZaj itd.
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Gotovo svi automati za analizu slike imaju ekran (katodna
cijev) na kojemu se reproducira televizijska mikroslika. Svijet-
le¢e pero, koje je dio uredaja, omogucuje neposrednu komuni-
kaciju s racunalom; moguce je odabrati dio uzorka koji ¢e se
analizirati, zaokruZziti povrSine uzorka koje se Zele izmjeriti,
oznaciti referentnu toCku uzorka za pocCetak analize itd.

Automat za analizu slike nije pogodan za analizu preparata
koji ima ogrebotine, Cestice praSine, plohe s razliitom reflek-
sijom itd. Tada automat ne moZe sam prepoznati pogresku,
te pogredno reagira.

Pri automatskoj analizi, kad se broje sitni uzorci, pogreSka
nije veéa od 2- -3%, a geometrijsko mjerenje je moguée na
svakom dijelu uzorka, i to 10---1000 puta brze nego kad to
radi Covjek. Posebno je automatska analiza pogodna za klasi-
ficiranje i statisticku obradbu uzoraka.
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K. Usaj

MINERALOGIJA, znanstvena disciplina u kojoj se
proucavaju kristalografska svojstva, pravilna unutradnja grada,
fizikalna svojstva, sinteza i procesi uz koje neki mineral nastaje
ili nestaje te nacini njegova pojavljivanja u prirodi.

Jo$§ prije desetak godina smatralo se da se pod nazivom
mineral razumijevaju prirodni sastojci od kojih je izgradena
Cvrsta Zemljina kora. Nakon toga su se 21. 7. 1969. ekspedi-
cijom Apollo 11 spustili prvi ljudi na Mjesec i donijeli odanle
22 kg materijala s njegove povrsine. Cetiri mjeseca kasnije do-
nijela je ekspedicija Apollo 12 otprilike dvaput toliko materijala.
Ispitivanjem se utvrdilo da u mineraloSkom pogledu izmedu
Zemlje i Mjeseca nema bitnije razlike, pa se zbog toga ogra-
nienje na ¢vrstu Zemljinu koru pokazalo neodrZzivim. | u
meteoritima nalaze se sastojci koji u svemu odgovaraju ze-
maljskim mineralima. Drugacije ne bi moglo ni biti s obzirom
na jedinstvo kemijske grade svemira, $to je ustanovljeno spek-
tralnom analizom svjetlosti koja dolazi od svemirskih tijela. U
navedenim primjerima govori se, ako se Zeli to posebno nagla-
siti, o mineralima nebeskih tijela ili o mineralima Mjeseca, ali
se oni navode zajedno sa zemaljskim mineralima.

Zbog toga se danas pod mineralom razumije bilo koji
proizvod prirodnih kemijskih, fizikalnih i biokemijskih procesa.
Minerali su tvarno homogeni, odnosno odlikuju se (uz tek po-
neki izuzetak) pravilnom unutraSnjom gradom.

OSNOVNA SVOJSTVA MINERALA

Osim pravilne unutradnje grade, minerali imaju mnoga ka-
rakteristi¢na svojstva.

Tvarna homogenost. Pod tim se razumije homogenost u ke-
mijskim i fizikalnim svojstvima. Zbog te homogenosti mineralno
zrno u svakom svom dijelu mora imati jednak kemijski sastav
i mora pokazivati jednaka fizikalna svojstva. Gotovo uvijek
se tu radi o raznolikim kemijskim spojevima kojima se sastav
moze prikazati kemijskom formulom, rijetko o kemijskim ele-
mentima. U elementarnom stanju javlja se, npr., sumpor, ugljik
(kao dijamant, lonsdejlit i grafit), zlato, srebro, platina itd.

MIKROSKOP — MINERALOGIA

Spojevi su, npr., gips CaS04-2H20, pirit i markazit FeS2
kalcit, aragonit i faterit CaC03, fluorit CaF2, kamena ili .ku-
hinjska sol (halit) NaCl itd. | takav ¢e kemijski sastav mineral
imati u svakom svom najsitnijem dijelu; to je smisao kemijske
homogenosti.

Zahtjev za homogeno$¢u odnosi se, medutim, i na razlicita
fizikalna svojstva. Kuhinjska sol, koja se u rudnicima soli nalazi
vise puta u obliku lijepih, velikih prozirnih bezbojnih kocaka,
kala se vrlo dobro smjerom ploha kocke i ona ¢e se istim
tim smjerom kalati gdje god, tj. na kojem god mjestu Ceki¢
udari kocku. Sliéno se ponaSa i fluorit, koji se nerijetko u
prirodi javlja u lijepim kockama; gdje god ih se udari, uvijek
Ce se fluorit otkalati smjerom oktaedra i nikako drugacije. Kalcit
se odlikuje (v. Kristalna optika, TE 7, str. 364) svojstvom da
svjetlost lomi dvostruko. Jedna od dviju zraka, koje pri tom
nastaju, ima u razliitim smjerovima razli¢itu brzinu, $to je na
si. 1 prikazano kra¢im (za manju brzinu) ili duljim (za vecu
brzinu) strelicama. U kojoj god se toCki nekoga kalcitnog zrna
odreduje brzina svjetlosti za tu zraku, ona ¢e biti uvijek ista
dokle god se radi o istom smjeru svjetlosti.

Sl. 1 Pojedina fizikalna svojstva
(npr. brzina svjetlosti, sile privla-
¢enja medu pojedinim ravninama
u strukturi kristala itd.) su za isto
kristalno zrno (kristalna jedinka)
u raznim smjerovima razlicita, ali
za isti smjer ista u svakoj tocki
zrna. Na slici je to predogeno
strelicama razlicite duljine za raz-
ne smjerove, odnosno jednako du-
gim strelicama za isti smjer

Homogenost je vazno svojstvo minerala, jer se po njoj oni
razlikuju od svih sastojaka Zemljine kore ili nebeskih tijela
uopée koji nemaju toga svojstva. To su rude, stijene ili kamenje
i drugi agregati; oni se sastoje od viSe razli¢itih minerala, kao
npr. granit u Moslavini, ili vise puta samo od zrnaca jednog
minerala, kao npr. kararski mramor. Kao primjer neka posluzi
najprije granit iz Moslavacke gore. Ve¢ prostim okom, a jo$
bolje pomocu lupe, moZe se primijetiti da se on sastoji od tri
glavne mineralne vrste: od glinenca (feldspata), koji je obi¢no
bijel ili slabo ruzi€ast, pokazujuéi na prijelomu nerijetko sasma
ravne povrSine zbog dobre kalavosti, zatim od poneSto pro-
vidnih, bjeli¢astih zrna kremena (kvarca) i kona€no od sjajnih,
crnih plocastih ili lisnatih odlomaka jedne vrste tinjca (liskuna),
koji se zove biotit. Svaki od tih sastojaka ima drugaCiji ke-
mijski sastav i drugacija fizikalna svojstva, zbog cega granit
ne moze biti tvarno, tj. fizikalno i kemijski homogen. Takve
stijene koje se sastoje od viSe minerala zovu se polimineralnim
stijenama.

Sasma Cisti kararski mramor sastoji se samo od zrnaca jed-
nog minerala, i to kalcita, koja su kad$to velika i vise mili-
metara. U kemijskom pogledu tu postoji homogenost. U tom
slu¢aju nema, medutim, fizikalne homogenosti. Zrnca su, naime,
kojekako medusobno rasporedena i ispreturana. Smjer dobre
kalavosti u jednom zrnu, dakle odredeno jedno fizikalno svoj-
stvo, ne nastavlja se u istom smjeru u drugom zrnu. Nadalje,
zraka svjetlosti s promjenljivom brzinom ima u odabranom
smjeru nekoga kalcitnog zrna u mramoru sasma odredenu vri-
jednost. Taj se odabrani smjer ne nastavlja iz toga zrna u su-
sjedna zrna, U kemijskom pogledu postoji, dakle, u kararskom
mramoru homogenost, ali je s obzirom na fizikalna svojstva
nema. Buduéi da tvarna homogenost obuhvacda jedno i drugo,
zakljucuje se da mramor nije tvarno homogen, tj. da mu manjka
jedna od bitnih karakteristika minerala, tvarna homogenost.
Mramor prema tome nije mineral nego kamen ili stijena, koja
se sastoji od mnoStva zrnaca jednog minerala, kalcita. Takve
stijene zovu se monomineralne stijene.

Vapnenci su, koji izgraduju golema prostranstva naSega
krasa, poput mramora -takoder monomineralne stijene. Razlika
je izmedu vapnenaca i mramora u tome 8to su zrnca kalcita u
vapnencima Cesto tako sitna da ih se prostim okom uopce



