6. TUTVUMINE MIKROSKOOBIGA

6.1, Sissejuhatus ja teoreetiline ulevaade

6.1.1. Silma optilised omadused

Mikroskoopi kasutatakse vadikeste léhédal asuvate ob-
Jjektide vaatlemiseks., Mikroskoobiga saadud objekti kujutist
vaatleme silma abil ja seepérast peab mikroskoopide konst-
rueerimisel arvesse vdtma ka inimese silma kui optilise siis-
teemi omadusi. Alljargnevalt vaatleme silma kaht fiisioloo-
gilise ehituse eripdra, mis on antud juhul olulised.

Silma pdhiliseks l&#itseks on silmalddts, mis tekitab
eseme y kujutise y' silma v3rkkestal (vt. joonis 6.1).

Ti

Joon. 6.71. Kujutise tekkimine silma optilises
slisteenis.

Silmaldatse taga asub klaaskeha, mille murdumisnaitajs

(n' = 1,336) erineb dhu murdumisnditajast (n #1). Kasuta-
des silmaléétseijaoks Shukese lzZédtse valemit, saame

7! ildo e ]

g—fa,]—'?, (65D
kus f on silmalésitse eesmine fookuse kaugus, -a, - eseme
kaugus silmani (kuni silmeld#tse tsentrini), a, - kaugus

silmalddtse keskpunktist vlrkkestani. Silma puhul a, ja n!
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on konstandid. Selleks et silmast erinevatel kaugustel s
asuvate esemete kujutised sstuksid silma vdrkkestale, peab
vastavalt valemile (6.1) kauguse &, muutumisel muutuma ka
silmaldétse fookuse kaugus £ . Selleks on silmal erilised
lihased, mis muudaved silmeldétse kdverust (s.t. optilist
tugevust) ja vdimaldavad akommodeerida silma véga suurtes
piirides. Silma optiline tugevus % on 60...70 dioptriat,
Eseme ldhendemisel tdiskasvanud inimese silmale kuni 25 cm
kaugusele toimub skommodeerumine raskusteta. Kaugust L =
= 25 cm nimetatskse parime ndgemise kauguseks. Veelgl ldhe-
mel asuvate esemete vaatlemiseks peame juba silma pinguta-
ma.

Vaatleme silma teist isedrasust., Valgus, mis satub sil-
ma vdrkkestale, drritab seal valgustundlikke retseptoreid.
Need arritused antakse edasi peaajule, tekitades seal nige-
mistaju. Valgustundlikud retseptorid asuvad iiksteisest tea-
tud vaikesel kaugusel. Kui eseme kujutis on niivdrd vﬁiket
et ta katab ainult iihe valgustundliku retseptori; siis ini-
“mene n#deb seda eset liksiku helendava punktina. Selleks et
eseme ddrmiste punktide kujutis satuks kdrvutiolevatele val
gustundlikele retseptoritele, on vaja, et ese cleks ndhtav
teatud minimsalsest vaatenurgast ‘min Suurema nurga all
(vt. joon. 6.1). Nurk me.m on ligikaudu 1’ ja vastav ese-
me punktide veheline kaugus on siis 70 Mm, kul ese asub pa-
rima nédgemise kaugusel. Kujutise suurus on sel puhul 5 mm.
Vaatenurk madratakse valemist tg f = - s, S.t. vaatenurk
s31tub nii eseme suurusest kui ka eseme kaugusest silmani,

Niisiis vO0ime teha jirelduse: inimene ei nde liigakau-
gete v3i liiga vidikeste esemete detaile (n&eb neid punkti-
dena).

6.1.2. Kujutise tekkimine mikroskoobis

Mikroskoobi optiline skeem on kujutatud joonisel 6.2.
Liuhikesefookuseline lddts L1 (suure suurenduse saavutami-
seks) on objektiiviks, teine lithikesefookuseline l&&ts L,
~ okulaariks.

Ese AB asub objektiivi ees objektiivi eesmisest fooku-
sekaugusest veidi suuremal kaugusel. Seetdttu tekitab objek-
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tiiv esemest t8elise suurendatud kujutise A'B'.
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Joon. 6.2. Kujutise tekkimine mikroskoobis.

Objektiivi poolt tekitatud suurendus aveldub valemige
Kot =f§’:.’—é—
obj. EW Lot
kus £, on objektiivi eesmine fookusekaugus, a; - kaugus
esemest objektiivini, ay - kaugus objektiivist kujutiseni,
mis on praktiliselt v3rdne kaugusega 4 objektiivi tagumi-
sest fookusest okulasari eesmise fookuseni. (Mikroskoobi ob-
jektiivi fookusekaugus on tavaliselt vdga vdike.) Suurust
A nimetatakse mikroskoobi optiliseks pikkuseks. Okulaar
toimdb luubina. Kujutis A'B', mida v3ib vaadelda esemena
lasdtse L2 suhtes, asub ladtse L2 eesmise fokaaltasandi Ja
ladtse vehel (praktiliselt fokaaltasandis). Okulaar tekitsb
suurendatud n&iva kujutise A"B" parima nigemise kaugusel L.
Okulaari suurendus on
ATBN LT,
Ko, = 2mET =g
kus £, on okulaari eesmine fookusekaugus. Mikroskoobi ko-
gushur;ndus
K:_W:%if— (6:2)
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K=K Kok, (6.3)

obj.'
6.1.3. Lehutusvdime, apertuurarv ja mikroskocbi kasulik
suurendus

Kehe punkti vshelist vadhimst ksugust, mida mikroskoo-
biga v8ib eristada, nimetatakse mikroskoobi piirlahutuseks.
N8iteks bioloogiliste preparaatide korral sasme eristada
ainult selliseid struktuuridetaile, mis on suuremad kui
piirlahutus.

Lehutusvdimeks nimetatakse piirlashutuse pddrdvaidrtust.
Kogu mikroskoobi lshutusv3ime oleneb objektiivi lahutusvdi-
mest. Okulaar ei too esile mingeid preparaasdi atruk%uuri
tdiendavaid detaile, ta vaid suurendab vaatenurka.

Optilise riista 18plik lshutusvlime on tingitud valgu-
se lainelisest omadusest. Kui vaatleme objekte, millede
m3dtmed on valguse lainepikkusegs sames suurusjﬁrgué. siis
terava kujutise saamist takistab valguse kdrvalekaldumine
sirgjoonelisest levimissuunast - valguse difrsktsioon. Ise-
gi ideaalse optilise slisteemiga (s.%. sellisega, kus on kdr-
valdatud k3ik aberratsioonid) ei saa liialt vdikestest ob-
jektidest teravat kujutist, sest tekivad nn. difrasktsiooni-
rdnged, mis kattuvad ja objekti iiksikosi ei ole vdimalik
eristada,

Vastavalt Rayleigh kriteeriumile loetakse lshutatavuse
piiriks kshe punkti niisugust vshekaugust, mille puhul iihe
punkti difraktsioonpildi tsenter langeb telise punkti difrekb-
sioonpildi esimesele tumedale rdngale. Arvubtus nditsb, et
mikroskoobis veel eristatavate punktide vehemea d avaldub
valemiga

a4 = Q61 Ac (6.4)
n-sin ¥

Selles valemis on A, kasutatava valguse lainepikkus
vaakumis., Suurust A = n-s»in.‘!f’L nimetatakse mikroskoobi
apertuurarvuks, n on objekfiivi ja objekti vahel oleva
keskkonna murdumisnéitaja, 49’— nurk optilise telje ia vas-
deldava objekti tsentrist objektiivi ddrele +tuleva kiire
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vahel (joon. 6.3), 2?% on mikroskoobi apertuurnurk. Vale-
mi (6.4) tuletamisel on eeldatud, et kdige enam piireb mik-
roskoopi tulevat valguskiirte kimpu objektiivi raamistus.

Kui preparaati valgustada kondensoriga tekitatud koon-
duva kiirtekimbugsa, siis lshutusvdime suureneb kuni 2 kor-
da (s.t. v3ime eristada 2 korda vdiksemaid detaile); sel
Juhul

d = _Ehﬁﬂ_ikii_ " (6.5)
2 n sin

(¢}

Joon., 6.3.

Lehutusvdime suurendamiseks v3ib kasutada vdiksema lai-
nepikkusega valgust, nditeks ultraviolettvalgust. Mikroskoo-
bi optilised detailid valmistatakse sel juhul kvartsist,
mis ei neela ultraviolettkiiri. Ultraviolettmikroskoobiga -
saadud kujutis kas fotografeeritakse v3i siis seda vaadel-
dakse okulaari tegeliku kujutise tasandisse paigutatud lu-
minestseeruval ekraasnil.

Teine v3imalus lahutusvdime suurendamiseks on suuren-
dada apertuurarvu. Selleks kasutatakse immersioonobjektii-
ve. Need on sellised objektiivid, millede kasutamisel pre~
paraadi katteklaasi ja objektiivi esimese laatse vahelime
keskkond tédidetaekse vedelikuga (gliitseriin, n = 1,45; mono-
broomnaftaliin, n = 1,65; seedripuudli, n = 1,515; vesi,n=
= 1,33 jt.), mille murdumisnditaja on ldéhedane klaasi mur-
dumisnditajale. Kiirte kéik kuiva ja immersioonobjektiivi
puhul on tocdud Jjoonisel 6.4.

Kui preparaadi katteklsasi ja objektiivi vehel on Shk
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Joon. 6.4. Kiirte kdik kuives ja immersioonobjektiivis.

( joon. 6.4,a), siis need kondensorist lshkuvad kiired, mis
langevad katteklassi ja &hu piirpinnale tdieliku sisepee-
gelduse piirnurgast suurema nurga all, peegelduvad tagasi
katteklaasi ja el satu objektiivi. Peegeldumine toimub ka
objektiivi l38tse eesmiselt pinnalt, kui kiirte leangemis-
nurk objektiivile on kiillalt suur.

Immersiconvedeliku puhul (joon. 6.4,b) levid valgus
preparaadist objektiivini optiliselt peasegu homogeenses
keskkonnas, mistdttu on v8imalik tootada suurema valgus-
koonusega. Lehutusvdime js ka kujutuse heledus suurenevad
tunduvalt.

Kaasaegsete kuiva objektiiviga mikroskoopide apertuur-
arv on kuni 0,95. Immersioonobjektiivide puhul (n = 1,5)
apertuurarv on = 1,4, i

Visuaaslssl vaatlemisel on oluline ka mikroskoobi ka-
suliku suurenduse mdiste. Mikroskoobl suurenduse valemist
(6.2) ndems, et vihendades £, ja f, ;guureneb mikroskoo-
bi suurendus. Praktikas kasutatakse harva suuremaid suu-
rendusi kui 1500 - 2000. Alljdrgnevelt vaatleme, miks see
nii on.

Olgu eseme mddt vdrdne piirlshutusega d, - Kui pe-
rima ndgemise kaugusel kujutise suurus on d' , siis suu-
rendus on

b=y
]
mk»
(o] -
.

Valemist (6.5) sasme, et

kX

Ad?
No

(6.8)
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Nagu eespool mairitud, eristame normaslse silmsga piir-
juhul objekti kaht sellist punkti, millede veheline nurkkeu-
gus on 1°'.

Selleks, et mikroskoobiga oleks mugev tootada, peab ku-
jutise vaatenurk ssuma vshemikus 2' kuni 4', Parima négemise
kauguselt vaatlemisel vastab see d' vddrtustele = 140 -
- 280 M m. Asendades need d' Jja lainepikkuse 7\030,555 m
védrtused valemisse (6.6), saame kasutamiseks sobiva suuren-
duste vshemiku

500 A <K £1000 A.

Need suurendused, mis rahuldavad se@a tinginmust on ka-
sulikud,, K sest nende suurenduste puhul v3ime silmags ndha k3i-
ki struktuuri ilksikasju, mida mikroskoop kui optiline silis-
teem eristeb. Asendades siia apertuurarvu vddrtuse,mis kaas-
aegsetes immersioonobjektiiviga mikroskoopidel on kuni 1,4,
saame suurenduse jacks tingimuse

700 < K £ 1400.

Suuremaid suurendusi nimetatskse kasututeks. Kasutu suuren-
dus ei ole otstarbekas, sest sellega kaasneb gberratsiooni-
de suurenemine ja vdheneb vaatevdlja valgustatus.

6.4.1. Mikroskoobi kirjeldus.

Todstus toodab vastavalt praktika vajadustele viga mit-
mesuguseid mikroskoope. Kdesolevas praktikumis tutvume liht-
sa, vidikese suurendusega mikroskoob&ge ja bioloogilise mik-
roskoobiga "Biolam-C11" (md8temikroskoop maksimaalse suuren-
dusega 1500). '

Igsa mikroskoobi konstruktsioonis saab eristada mehasni-
list ja optilist osa. Mikroskoobi' mehaaniline osa koosneb
statiivist, tuubusest, esemelauast Jja valgustussilisteemi
hoidjast (joon. 6.5). Statiiv toetub massiivsele alusele 1 ,
mis tagab mikroskoobi plisivuse. Statiivi sammas 2 on kas lii-
kumatult kinnitatud v8i on kallutatav, et oleks mugavem to6-
tada.

Lihtsa mikroskoobi korral paigutame tuubuse 3 iihte otsa
okulaari 4, teise otsa kruvitakse objektiiv 5. Keerulisema-
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Joon, 6.5. Mikroskoop "Biolam-C11".

tel mikroskoopidel on tuubuse kiilge kinnitatud objektiivide
revolver 6, mis sisaldab endas 2 ~ 4 objektiivi ja mille abil
saab objektiive kiiresti vahetada. Selleks et iga objektii-
vi telg alati Uhtiks mikroskoobi optilise teljega, on rewvolw
ril seadeldis, mis fikseerib ta vastavates asendites. Tuubus
tervikuna on hammaslati abil seotud sambaga. Tuubuse nihuta-
miseks on olemas nii jédmeda kui ka peene fokuseerimise meh-
hanismid (nupud 7, 8). Esemelauale 9 asetatakse preparaat.
Kaks lehtvedru suruvad preperaadi vastu esemelauda, selleks
et valtida tema nihkumist vaatluste ajal.

Mikroskoobi optiline osa algab peeglist 10 (iikks pool on
tasane, teine ndgus), mis suunab valguse preparaadile. Kee-
rulisematel mikroskoopidel on ka eriline léidtsede slisteem
- kondensor 11, mis suunab peeglilt tuleva valguse tugevalt
koonduva kiirtekimbuna objektile.

Kondensor (mikroskoobis C-11 kasutatakse kondensorit
KOH-3) on liigutatav liles-alla nupu 12 abil.

Objektiiv - mikroskoobi tédhtsaim osa kujutab endast
ladtsede slusteemi iihtses raamis. Eesmine, nn. frontaslne e,
pealddts mddrab dra suurenduse, teiste ldatsede Ulesanne on
kujutiste vigade véhendamine. Objektiivile on peale kirjute-
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tud apertuurarv ja temaga saadav suurendus. Mikroskoobi C-11
kolme objektiivi suurendused ja apertuurarvud on vastavalt
8 x 0,20; 40 x 0,65 ja 90 x 1,25 (3li-immersiooniga).

Okulaar koosneb harilikult kahest liddtsest: iilemisest
silmapoolsest ja alumisest, mida nimetatakse kollektiiviks.
Silmapoolne l8ats ja kollektiiv asuvad teineteisest kaugu-
sel, mis vdrdub nende lditsede fookusekauguste summa pool-
védrtusega. MOlemad laitsed asuvad lithikeses silindrilises
torus, mis paigutatakse tuubuse lilemisse avgsse.

Bioloogilise mikroskoobi kondensor KOH-3 on varustatud
iirisdiafragmaga 13 ja kdrvalepddratava laidtsega,millist ka-
sutatakse tootamisel vidikese suurendusega (3,5X véi 8%) ob-
jektiividega. Komplektis olevat mattklaasi v3i valgusfiltrit
saab asetada kdrvalepbddratavasse raami. Kondensor on verti-
kaalsuunas nihutatav spetsiaalse kruvi abil. Kondensori
apertuur on maksimaalne &3rmises ililemises asendis.

6.2. Mikroskoobi suurenduse, apertuurarvu ja

lghutusvdime midiraminc.

6.2.1. ToOlilesanne

Maarata mikroskoobi suurendus Jja apertuurarv, piirlahu-
tus ja lahutusvdime.

6.2.2. Toovahendid

Mikroskoop, vertikaslne vdrdlusskaala, poolldbipaistev
peegel, 0,1 mm jaotistega skaala, vdikese avaga plaadike,tii-
kike skaalat 1 mm jaotistega, joonleud.

6.2.3. T06 kdik
6.2¢3.17. Mikroskoobi suurenduse mddramine.

Suurenduse mddramiseks kasutame lihtsat meetodit, mis
anngb haid tulemusi ainult vaikeste suurenduste puhul. See-
tdttu kasutame ketses lihtsa konsiruktsiooniga mikroskoopi.
Paigutame mikroskoobi tuubuse ililemisse otsz okulaari, tuu-
buse alumisse otsa kruvime objektiivi. Asetame esemelauale
objekti - 'klaasplasdi, millele on kantud skaala 0,1 mm jao-
tistega.iPeegligﬂ suvname valguse skaalale, Valgustamiseks

58



kasutame kas loomulikku valgust v3i spetsiaalset valgustit.
Nihutame tuubust fokuseerimise kdepideme gbil kuni skaala
kriipsud on mikroskoobis teravelt nshtavad. Asetame mikro-
skoobi kérvale parima ndgemise kaugusele (25 cm) mikroskoo-
bi teljest vertikaalse vdrdlusskasla (skaala jaotised on
1 mm). Mikroskoobi okulsari peale paneme mikroskoobi tel-
Jjega 45°-se nurge all oleva poolldbipaistva peegli. Peegel
v3imaldab iiheaegselt vaadelda aluslaual asetsevat skaalat
ja kdrvalasetsevat vertikealset skaalat. Aluglaual asetse-
vat skaalet tuleb nihutada, kuni mdlemate skaalade kujuti-
sed kattuvad. M3lemad skaalad peavad olema enam-vdhem iihe-
suguse valgustatusega, vajaduse korral muudame peegli kal-
let.

Loendame, mitu v3rdlusskaala jaotist 4 vastab mik-
roskoobis ndhtava skaala jaotiste arvule o, . Kuna vdrd-
lusskaala jaotis on aluslaual oleva skaala jaotistest 10
korda suurem, siis vdime kirjutada

K:E—"'!O.
2
6.2.3.2. Apertuurarvu ja lshutusv3ime miZramine.

Apertuurarvu mddramiseks kasutame ka lihtsat meetodit,
mis on sobiv ainult vdikeste suurendustega mikroskooride
puhul. .

K3igepealt mddrsme apertuurnurga (vt. joon.6.6).Aseta-
me aluslauale viaikese avaga plaadikese Jja teravustame mik-
roskoobi avale (vajaduse korral nihutame plaadikest, nii et
ava kujutis oleks vaatevédlja keskel).

Poorame valgustava peegli horisontaelseks je asetame
tema peale plastmassist skaala hasti teravate skaala Jjoon-
tega (skaala jaotised on 1 mm). Valgustame skaalat tugevas-
ti. Bttevaatlikult, et mitte rikkuda kujutise teravust,
eemaldame okulaari. Vaadates palja silmaga tuubusessé,pﬁﬁa—
me ndha skaala teravat kujutist. ILoetleme ndhtud jaotiste
arvu ja arvutame kogu ndhtud skaala 18igu pikkuse a (vaata
joon. 6.6). Joonlsus abil mddrame kauguse h peeglil asu~
valt skaalelt kuni avaga plaadini. Leiame tg 9% = 94§—2,'v”
ja sin ¥ .



Joon. 6.6. Apertuurnurga mdirsmine.

Kuiva objektiivi puhul n = 1 ja mikroskoobi apertuur-

A= sin'lﬁ.

Arvutame mikroskoobi piirlshutuse d . Kui preparaati
valgustatakse koonduva kiirtekimbuga (kondensor), siis leia-
me d, velemi (6.5) abil, kui valgustatakse paralleelse kiir-
tekimbuga, siis kasutame valemit (6.4). V3tame 7\O=O,55/1/m.
Leiame ka lahutusvdime 1/d,.

K3ik md3tmistulemused ja arvutused kanname protokolli.

arv v3rdub



