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Valomikroskopia on kuvantamismenetelmé, jolla saadaan nédytteestd suurennettu
kuva valoa hydédyntamalla. Tamaéan tutkielman tarkoituksena on antaa yleiskuva va-
lomikroskopiasta ja esitelld yleisimmét valomikroskoppit. Liséksi tutkielmassa pe-
rustellaan valomikroskoopin kiyton hyodyllisyys fysiikan opetuksen tukena.

Tutkielmassa edetéaan valomikroskopian perusteista ja keskeisimmistd valomikros-
koopin perusosista erilaisiin valomikroskooppeihin. Tavallisen valomikroskoopin li-
siksi esitellddn edistyneemmisté valomikroskoopeista fluoresenssimikroskooppi ja
konfokaalimikroskooppi. Lopuksi pohditaan valomikroskoopin kiayton hyodyntéamis-
ta optiikan opetuksen tukena, koska kokeellisuuden on havaittu olevan yhteydessa
fysiikan osaamiseen.

Asiasanat: valomikroskopia, valo, polarisaatio, numeerinen apertuuri, syvyystera-
vyys, fluoresenssi
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Johdanto

1 Valomikroskopia

Valomikroskooppi on laite, jolla valon ominaisuuksia ja ilmioita hyodyntamalla saa-
daan néytteestd suurennettu kuva [1]. Valon ja materiaalin tulee olla vuorovaiku-

tuksessa keskenéén, jotta kuvantaminen on mahdollista [2].

1.1 Valomikroskopian perusteet

Néytteestd saadaan tietoa valitsemalla sopiva kuvantamismenetelma ja mikroskoop-
pi. Valomikroskooppeja on erilaisia ja niihin on saatavilla erilaisia lisdosia riippuen
halutusta tiedosta. Valomikroskopiassa kdytetdan nékyvéa valoa, jonka aallonpituus
on 400—700 nm eli se sisaltdd kaikkia vareja [3]. Téstd syystd mikroskoopin suo-
rituskykyé rajoittaa aallonpituus [4]. Valomikroskoopin ulkopuolelta tuleva suora
valo lampuista tai auringosta voi haitata kuvantamista, jos se padsee vaikuttamaan
mikroskoopin eri osiin.[1]

Keskeisimmét valomikroskopiaan liittyvit fysiikan késitteet ja ilmiot ovat hei-
jastuva valo, absorboituva valo, polarisaatio, vaihe-ero, diffraktio, numeerinen aper-
tuuri, syvyysteravyys seka valon ja materiaalin vuorovaikutus. Valo on aaltoliiketta,
joka voi heijastua esimerkiksi naytteen pinnasta. Naytteen rakenne ja materiaali
vaikuttavat heijastumiseen. Valo voi absorboitua aineeseen eli imeytyé siihen [5].
Kaytannossa niakyvan valon tietyt aallonpituudet absorboituvat ndytteeseen ja lo-
put menevit ndytteen lapi [5]. Taysin polarisoitunut valo vérdhtelee vain yhteen
suuntaan, polarisaatiosuuntaan [3|. Valo voidaan polarisoida esimerkiksi polarisaat-
torin avulla [3]. Vaihe-erolla tarkoitetaan kahden aallon vélilld olevaa saman vai-
heen vélistd matkaeroa. Diffraktio on ilmio, jossa aalto taipuu kohdatessaan jonkin
esteen. Syvyysteravyys kuvaa aluetta, joka erottuu suurennoksessa teravina syvyys-

suunnassa [1]. TAmén tarkennusetaisyyden ulkopuolelle jaiavit alueet ovat kuvassa
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Kuva 1. Valo polarisoituu polarisaattorissa, joka pa#staa lapi vain tiettyyn suuntaan
virdhtelevid valoa. [6]

epatarkkoja. 2]

1.2 Valomikroskoopin perusosat

Numeerinen apertuuri (NA) ilmaisee valon vastaanottokulman objektiivissa. Kuvas-
ta 2 nahdain, ettd suuremmalla vastaanottokulmalla NA on suurempi. NA méaéarit-
taa objektiivin syvyysterdvyyden, valonkerdystehon seké erotuskyvyn.|7| Kuivaob-
jektiivissa objektiivin ja tarkasteltavan naytteen vélissd on vain ilmaa. Kuivaobjek-
tiivilla suurin saavutettava NA on 0,75. Parempi kuvanlaatu saadaan kiyttamalld
oljyimmersio-objektiivia, jolloin NA voi olla jopa 1,4. Télloin objektiivin ja néyt-
teen valiin on lisdtty immersio6ljyé, jolla on suurempi taitekerroin kuin ilmalla ja
ldhes sama taitekerroin kuin lasilla. Vesi-immersio-objektiivia kiytetadn tietynlais-
ten naytteiden kuvantamiseen, mutta silla saavutettava kuvanlaatu on heikompi kuin
6ljyimmersio-objektiivilla saavutettava. Oljy- ja vesi-immersio-objektiiveissa valo ei
taitu rajapinnassa niin paljon kuin linssin ja ilman rajapinnassa. Téalloin suurem-
pi osa valonséteistd pystytdan hyodyntdmédn kuvantamisessa. Téatd havainnollis-

tettu kuvassa 3. Suuri NA tarkoittaa suurempaa suurennosta, joten 6ljyimmersio-
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Kuva 2. Numeerinen apertuuri kuvaa valon vastaanottokulman objektiivissa. Vas-
taanottokulma on objektiivin keskinormaalin ja reunan vilinen kulma. [4]

oljy: n=1,5

lasi: n=1,5 H lasi: n=1,5

Kuva 3. Vasemmalla kuivaobjektiivi, jossa linssin ja ilman rajapinnassa valo tait-
tuu enemmén. Osa valonséteistd taittuu pois objektiivista. Oikealla 6ljyimmersio-
objektiivi, jossa valo ei taitu rajapinnassa niin paljon ja suurempi osa valonséteista
saapuu objektiiviin. [4]

objektiivilla saadaan suurempi suurennos.|4]

Objektiivi koostuu linsseistd, joilla naytteestd tuleva valo kerdatddn ja nayttees-
ta saadaan tarkennettu suurennos. Objektiivi valitaan naytteestd haluttavien tieto-
jen perusteella, koska objektiiveja on pienestéd suurennoksesta suuriin suurennoksiin.
Néytteestd voidaan haluta esimerkiksi suuremman rakenteen yleiskuva tai pieni yk-
sityiskohta solun sisélta. Objektiivin tiedot 16ytyvét aina objektiivista.|4]

Okulaari on valomikroskoopin osa, josta néytettd katsotaan. Valolla voi olla sa-
ma tai eri optinen polku néytteesta silméaén tai kameraan okulaarin lapi. Okulaaris-

sa on linsseja, joiden tarkoitus on tarkentaa ja suurentaa objektiivin kautta saata-



va naytteen kuva katselukelpoiseksi. Valomikroskoopilla saavutettava suurennos on
okulaarin suurennoksen ja objektiivin suurennoksen tulo [7].[4]

Linssin tarkein ominaisuus on NA. Linssin todellisella koolla ei ole valid, mut-
ta kustannustehokkainta on kiyttaa pientd linssid. Linsseihin liittyy aberraatiota eli
virhetté, kuten pallopoikkeama ja kromaattinen aberraatio. Linssit eivat ole siis tay-
dellisia, mutta niiden virhettd on mahdollista pienentéa. Ulkopuolelta tuleva valo voi
aiheutta sirontaa linssiin, miké saattaa heikentda kuvan resoluutiota ja kontrastia.
Silméssé on myos linssi, joka kohdistaa okulaarista ldhtevit hajaantuvat valonséteet
verkkokalvolle, jossa néytteestd muodostuu kuva.|4]

Néytteen informaation havaitsemiseen kiytetddn detektoria eli silmié ja/tai ka-
meraa. Detektori havaitsee naytteestd tulevan valon. Kameralla voidaan tallentaa
naytteestd kuva myohempéa tarkastelua ja tutkimusta varten. Valomikroskooppia
voidaan sddtdd, jotta ndytteen kuvanlaatu saadaan mahdollisimman hyvéksi.|8]

Valomikroskoopin kuvanlaatuun vaikuttaa optinen kokoonpano eli mikroskoopin
komponenttien laatu, jirjestys ja niiden valimatkat. N&aitd muuttamalla voidaan
yrittdd parantaa kuvanlaatua, jotta nédytettd voidaan analysoida halutulla tark-
kuudella. Optisen kokoonpanon lisdksi kuvanlaatuun vaikuttavat myos resoluutio
ja kontrasti.|9]

Resoluutio eli erotettavien yksityiskohtien etdisyys toisistaan maaraytyy mik-
roskoopin ominaisuuksien perusteella. Kaytadnnossa nédytteestéd erotettavien pienten
yksityiskohtien mééréd kasvaa resoluution kasvaessa. Resoluutioon vaikuttaa NA.|9]
Thanteellisen linssin resoluutio on noin puolet valon aallonpituudesta ja parhaat ob-
jektiivit péadsevit hyvin ldhelle téata.[4]

Kontrasti mittaa varien vélistd suurta eroa. Valkoisen ja mustan valilld on suuri
kontrasti ja kahden harmaasadvyn valilld pieni. Suuri kontrasti parantaa kuvanlaa-
tua ja selkeyttda katsojalle tarkasteltavan nédytteen eroja. Kontrastiin vaikuttavat

néytteen ja mikroskoopin ominaisuudet.|9] Néytteessd vierekkdisten yksityiskohtien
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Kuva 4. Yhdistelmémikroskoopin keskeisimmaét osat. Naiden lisdksi valomikroskoo-
peissa voi olla erilaisia suodattimia, analysaattori, polarisaattori seké erilaisia sé#-
téruuveja parantamaan kuvanlaatua.|4]

valinen kontrasti helpottaa yksityiskohtien tarkastelua ja analysointia. Naytteen ol-
lessa tasainen ja yksityiskohtien puuttuessa naytteessa ei ole havaittavissa kontras-

tia, joten niytteesta ei saa vilttaméatta riittavid informaatiota. [4]

2 FErilaiset valomikroskoopit ja niiden toimintaperi-
aatteet

Erilaisia valomikroskooppeja ovat perusvalo-, stereo-, fluoresenssi-, konfokaali- seké
superresoluutiomikroskoopi. Naista perehdytadan perusvalo-, stereo-, fluoresenssi- ja

konfokaalimikroskoopin toimintaan.

2.1 Valomikroskooppi

Perusvalomikroskoopissa (engl. compound microscope) objektiivi muodostaa todelli-
sen, suurennetun ja kiadnteisen kuvan. Nayte on kauempana linssista kuin sen poltto-
piste. Okulaari on sijoitettu ldhelle tatd kuvaa, jolloin silméin saapuvat séiteet néyt-
tavat tulevan kauempana sijaitsevasta suuremmasta valekuvasta. Néaytteestéd heijas-

tuvat sateet saapuvat linssiin, lahtevit siitd yhdensuuntaisesti eteenpain ja saapu-



okulaari o
+—/"\ todellinen kuva

putkilinssi

objektilvi
ndyte

kondensori ~ [TTTTUTeee »  valekuva

tarkennuksen saato
valonldde

Kuva 5. Valonséiteiden kulku valomikroskoopissa néytteestd objektiivin ja linssin
lapi okulaariin ja okulaarista silméédn. [4]

vat samaa optista polkua pitkin okulaarista katsojan silmiin. Tata havainnollistettu
kuvassa 5. [4]

Nykyaikaisissa valomikroskoopeissa on sisddnrakennettu valaistusjarjestelma. Va-
laistusjérjestelmén avulla ndyte saadaan valaistua ja usein valaistusta on mahdollista
saatad. Halutun lopputuloksen saavuttamiseksi valon siateet kohdistetaan, tarkenne-
taan ja aukkoja saadetdan. Kokoojalinssi kerdé valoa ja suuntaa sen kohti naytetta
kondensorille. Kondensori kokoaa kokoojalinssiltd tulevat valonséteet ja ohjaa ne
nédytteen lapi kohti objektiivia. Kenttdhimmentimen avulla sdddetddn néaytteeseen
tulevaa valoa. [4]

Kohlerin valaistus on linssisysteemin avulla ohjattu valaisutapa, jolla yritetdan
saavuttaa optimaalinen kontrasti ja resoluutio. Valon taytyy valaista koko néyte ta-
saisesti, jotta lopullinen kuvanlaatu olisi mahdollisimman hyvé. Liséksi kaiken objek-
tiiviin tulevan valon pitaa olla kuvattavalta alueelta peraisin eikd sen ulkopuolelta.
Némaé ehdot toteutuvat Kohlerin valaistuksessa.|[§]

Lépivalonkuvantamisessa (engl. transmitted light) valo kulkee néytteen lapi.
Téta hyodyntavat kirkaskenttd, differentiaalinen interferenssikontrastikenttéa (DIC),

vaihe-, polarisoitu- ja pimeakenttéd. Naitd menetelmia voidaan hyodyntaa tavallisella



valomikroskoopilla, jossa on riittavét lisdvarusteet ja Koehlerin valaistus.|4]

Kirkaskenttdkuvaus (engl. brightfield imaging) eli BF-kuvantaminen on yksin-
kertaisin mikroskoopin kuvantamismenetelméa. Tutkittava ndyte on usein tumma
ja néytteen ymparilla oleva vaalea alue luo kontrastin, jonka avulla néyte erot-
tuu taustasta. Kuvassa 3 on kirkaskenttdkuva astrosyyteista. Kuvassa astrosyytit
nikyviat tummana ja niiden ympéaristo vaaleana. Menetelméssa kaytetdan yleen-
sd LED-lamppua valonldhteend. Kondensori kohdistaa valon naytteeseen. Taval-
lisessa mikroskoopissa se sijaitsee nédytteen alapuolella ja kddnteismikroskoopissa
naytteen yldpuolella. Analysaattoria ja polarisaattoria kiytetdén edistyneemmis-
sé BF-kuvantamisen tyypeissd. Analysaattori asetetaan valon kulkureitille objek-
tiivin ja okulaarin véiliin. Polarisaattori asetetaan myos valon kulkureitille toimi-
maan analysaattorin kanssa, jotta saadaan polarisoitua valoa. BF-menetelmaa kay-
tetdan laajasti erilaisten naytteiden kuvantamisessa. Lapindkyvia naytteitd tarkas-
teltaessa nédyte on ensin varjattavé, jotta ndyte saadaan kontrastin avulla nékyviin.
BF-mikroskopian kdyttokohteita ovat esimerkiksi virjattyjen kudosnaytteiden diag-
nostiikka, varjattyjen solujen rakenteen tutkiminen ja immunohistokemia.[4]

Pimeédkenttamikroskopiassa néaytteestd lahes kohtisuoraan heijastuva valo suun-
nataan objektiivin ulkopuolelle. Talloin kyseinen osa kuvasta nayttad tummalta.
Valo padsee objektiiviin, jos nédytteen jokin osa sirottaa tai heijastaa valoa pinnan
normaaliin ndhden suuressa kulmassa, ja télloin kyseinen alue nayttaa kuvassa kirk-
kaalta. Pimedkenttdmikroskoopilla voidaan korostaa pinnan muotoja ja epétasai-
suuksia. Kuvassa 4 on talla menetelmalla kuvattu bakteereja, joiden reunat korostu-
vat kuvassa kirkkaina. Taméa menetelméa on herkka lialle ja kontaminaatiolle, koska
ne sirottavat yleensi valoa enemmén kuin néyte. [4]

Vaihekontrastimenetelmassé taitekertoimien erojen avulla saadaan néaytteen ra-
kenteiden vélinen kontrasti paremmaksi. Tétd menetelmédd kiytetddn ohuiden ja

varjadméattomien naytteiden tutkimiseen. Naytteen valoa sirottava rakenne nayttaa



Kuva 6. Kirkaskenttikuva astrosyyteista.|4]

Kuva 7. Pime#kenttakuva bakteerista. Daryl Webb [4]



Kuva 8. Vaihekontrastikuva viljellyistd soluista. Louise Cole [4]

kuvassa ymparistéddn tummemmalta. Suorat séteet luovat vaalean taustan, joten
kuvaa on helpompi tarkastella. Valoa sirottavat rakenteet ovat taitekertoimeltaan
suurempia, joten sironnut valo on suoraa valoa hieman jéljessd. Kuvassa 5 on esi-
merkkikuva vaihekontrastimenetelmalld kuvatuista viljellyistd soluista. [4]

Differentiaalinen interferenssikuvaus (engl. differential interference contrast ima-
ging) eli DIC-kuvaus perustuu taitekertoimien muutokseen. Tdmé menetelmé pa-
rantaa kontrastia ja mahdollistaa my6s paksumpien varjadméattomien néytteiden
visualisoinnin. Varjadmattomia naytteita voivat olla esimerkiksi kudosnéytteet tai
solunéytteet. Naytteen taitekertoimen muuttuessa kahden siteen vilille muodostuu
reittiero. Kontrasti riippuu naytteen taitekertoimien paikallisesta muutosnopeudes-
ta. Tatd menetelmad kiytetadn esimerkiksi mikroinjektiotekniikoissa. Huomioitavaa
on, ettd DIC-menetelmé toimii vain lasin lédpi, joten tarkasteltavien néytteiden on
oltava lasipohjaisissa ja -kannellisissa astioissa. Kuvassa 6 on DIC-menetelmélla ku-
vattu levad.[4]

Polarisoitu valomikroskopia perustuu néytteen materiaalin kiderakenteeseen. Mo-

nilla kiteisilld materiaaleilla taitekertoimet ovat erilaiset kahdessa polarisaatiosuun-
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Kuva 9. DIC-menetelmélld otettu kuva Spirogyrasta (levd). Louise Cole [4]

nassa eli ne ovat kahtaistaittavia. Polarisoimaton valo véardhtelee kaikkiin suuntiin,
mutta polarisaattori paastda lapi vain yhteen suuntaan vérahtelevad polarisoitunut-
ta valoa. Taté valoa kiytetadn kahtaistaittavan naytteen valaisemiseen ja séteen kul-
kiessa naytteen ldpi, se jakautuu kahteen komponenttiin. Komponenttien suunnat
ja nopeudet maaraytyvit materiaalin kiderakenteiden perusteella. Analysaattorissa
sateet yhdistyvat, joka johtaa eriviristen, kirkkaiden tai tummien alueiden nakymi-
seen néytteessi. Polarisoidun valon ja materiaalin vuorovaikutus riippuu materiaalin
rakenteesta. Tatd menetelmaé ei voida kayttda isotrooppisilla aineilla, koska niiden
kiderakenne on yksisuuntainen. T&ll6in polarisoitu valo ei vuorovaikuta materiaalin
kanssa. Tétd menetelméd kiytetddn esimerkiksi geologisessa tutkimuksessa mine-
raalien tunnistamiseen, materiaalitieteissé seké arkeologisissa sovelluksissa. Kuvassa
7 on polarisoidulla menetelmélld kuvattu proteiinikidetta. [4]

Heijastunutta valoa kiytetdan lapindkymattomia naytteita tutkittaessa. Naytet-
ta valaistaan ylhéalta ja nédytteen pinnasta heijastuvan valon avulla saadaan néyt-
teestd kuva. Tatd menetelméad kiaytetadn esimerkiksi kiville, hyonteisille, metalleille,

elektronisille komponenteille, muoville ja arkeologisille 16ydéille. Useimmissa valo-
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Kuva 10. Polarisoidulla menetelméalld otettu kuva proteiinikiteesta. Paul Rigby [4]
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mikroskoopeissa on lamput valaisemaan néytetta lapi tai heijastaen. Lapivalaisumik-
roskopiassa néytettd valaistaan alhaalta péin. Heijastustilassa néytettd valaistaan
ylhaaltd péin. Heijastuneen valon mikroskoopeissa voidaan kayttda kirkaskentté-,
pimedkenttia-, DIC- ja polarisaatiomenetelmia kuvantamiseen. DIC-menetelméssé
heijastuneen valon avulla mitataan korkeuseroa eiké taitekertoimien eroa.|[4]

Stereomikroskoopissa on kaksi okulaaria ja objektiivia, jolloin kummallekin sil-
maélle on erilliset optiset reitit. Perusvalomikroskoopissa kummallekin silmélle on
sama optinen polku, jolloin nédyte nahdaan tietylla tarkennetulla tasolla. Parempi
syvyysteravyys ja naytteen kolmiulotteinen kuva saadaan erillisilla optisilla poluilla.
Kaytannossa stereomikroskooppi on perusvalomikroskooppi kaksinkertaisella optii-
kalla. Suurennokseen vaikuttaa objektiiviparin ja okulaarien suurennos, joka voi olla
jopa 100-kertainen.[10]

Néaytteen pintaan heijastetaan valoa, jolloin naytteen pintarakenteesta saadaan
kuva. Valaistus on sdadettéiva ja nédytettd voidaan valaista myos vinosti eri suun-
nista. Stereomikroskooppia kiytetdén analysoitaessa esimerkiksi kiinteiden aineiden
pintoja, murtumapintoja, kasvistoa ja elektroniikkaa. Piirilevyjen valmistuksessa ja
mikrokirurgiassa hyodynnetéaian stereomikroskooppia, jolla voidaan reaaliaikaisesti
nahda pienten yksityiskohtien ldhelle. Stereomikroskooppia kéytetddn teollisuudessa
laadunvalvontaan ja tuotteiden tarkastukseen. Suuri tyoskentelyetdisyys mahdollis-
taa isompien kappaleiden kuvantamisen sekéa tyovélineiden ja laitteiden kdyttamisen

kuvantamisen aikana.|10]

2.2 Edistyneemmat valomikroskoopit

Valomikroskopia kehittyy kokoajan ja nykyéaéin on saatavilla edistyneempia suurem-
man erotuskyvyn mikroskooppeja, kuten fluoresenssimikroskoopit, konfokaalimik-
roskoopit ja superresoluutiomikroskoopit. Virittyminen ja emissio liittyvéit néaihin

menetelmiin. Virittymiselld tarkoitetaan valomikroskopiassa tilannetta, jossa néyte



13

Bright-field Calcein, Aexc: 436 nm
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Kuva 11. Kuvassa vasemmalla on kirkaskenttékuva ja oikealla fluoresenssimikroskoo-
pilla otettu kuva seeprakalan luuston kehityksestéd. Kalkkeutuneet rakenteet seepra-
kalan padssi ldhettéavit vihredd fluoresenssia, koska néyte on leimattu kalseiinilla.[11]

absorboi séteilya ja atomit virittyy ylempéaéan energiatilaan. Emissiolla tarkoitetaan
tilannetta, jossa atomin viritystila purkautuu ja atomi emittoi fotonin, joka voidaan
néhdé valona. 5]

Fluoresenssimikroskoopin toiminta perustuu néytteen fluoresoivaan materiaaliin.
Néyte voi olla fluoresoiva luonnostaan tai se voidaan kasitelld fluoresoivilla aineil-
la, kuten fluorokromeilla. Naytettd valaistaan kirkkaalla viritysvalolla. Talloin pal-
jon himmeampi emittoituva fluoresoiva valo voidaan havaita detektorilla tai silmin.
Fluoresoivat alueet nakyvat tummaa taustaa vasten. Fluoresenssimikroskoopin etu-
na on, etté silld voidaan havaita jo hyvin pienid méérié fluoresoivaa ainetta sisaltavia
néytteitd. Naytteen erottaminen taustasta perustuu kontrastiin, joten kuvanlaatu on
sitd parempi, mitd tummempi néytteen ei-fluoresoiva alue on. Fluoresenssimikros-
koopilla voidaan tutkia esimerkiksi orgaanisia naytteita, eldvad materiaalia seké epé-
orgaanisia materiaaleja. Liséksi sitd kiytetdan esimerkiksi puolijohdeteollisuudessa.
Kuvassa 8 on fluoresenssimikroskooppikuva seeprakalan luuston kehityksesta.|7]

Konfokaalimikroskooppi on pyyhkéaisymikroskooppi, joka pyyhkéisee néaytteen yli

fokusoidulla séteelld (focused beam). Kuva luodaan piste pisteeltd séiteen avulla.
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Kuva 12. Rotan palleasta otettu konfokaalikuva. 6]

Valonldhteend kiytetddn laseria, jotta saadaan riittavésti valoa pieneen pisteeseen.
Objektiivi kohdistaa lasersédteen néytteen pinnalla olevaan pisteesen. Tésté pisteesté
tuleva fluoresenssi kuvataan samalla objektiivilla ja fokusoidaan detektorin edessé
olevaan neulanreikddn. Yksi kuva siséltaéd vain tarkennustietoja tietystd pisteesté.
Kuvia kerdtéaén useita ja jokaisen valilld muutetaan tarkennusta, jotta voidaan muo-
dostaa tarkka kolmiulotteinen kuva néytteestd. Nykyéadn suosittu menetelmé on ha-
jauttaa heijastunut valo spektriksi prisman tai diffraktiohilakerroksen avulla ja kayt-
taa eri ilmaisimia havaitsemaan eri alueiden sateitd. Talloin mitataan fluoresenssin
spektri. Konfokaalimikroskoopissa on suodattimia, kuten lyhyt- ja pitkdpéaastoiset
suodattimet, kaistanpééstosuodattimet ja siteenjakajat. Kuvassa 9 on konfokaali-

kuva rotan palleasta.|4]
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3 Valomikroskoopin kaytto fysiikan opetuksessa

Valomikroskooppia kiytetdén erilaisten materiaalien ja eliiden tutkimiseen biolo-
gian opetuksen tukena. Sitd voisi hyodyntéa fysiikan ilmididen ymmaértémiseen ja
tutkimiseen osana opetussuunnitelman mukaista optiikan opetusta. Peruskoulussa
ja lukiossa on erilliset opetussuunnitelmat. Peruskoulussa keskitytaan valoon ilmio-
né ja aaltona. Lukiossa opetellaan keskeisimpié fysiikan késitteita ja ilmioité, jotka
ovat helpompi ymmartéaa kokeellisuuden kautta.

Kokeellisuus motivoi oppilaita tekeméan tutkimuksia ja oppimaan uusia késittei-
ta. Opeteltava teoria voidaan liittda kokeelliseen tutkimukseen ja oppilas voi analy-
soida seké selittad tutkimansa ilmion. Kokeellisuuden on havaittu olevan yhteydessa
fysiikan osaamiseen. Oppimista tukee havaintojen pohtiminen, ilmididen ymmarta-
minen sekd opettajan johdolla tutkimuksesta keskusteleminen.|12]

Optiikkaan liittyvéd teoria liitetddn kokeellisuuden avulla ymmaérrettaviksi ko-
konaisuudeksi. Perusvalomikroskoopin téarkeimmat perusteet opetuksessa ovat oi-
keanlainen kaytto, osat sekéd keskeisimmét fysiikan késitteet ja ilmiot. Oikeanlainen
kiytto sekd mikroskoopin osat opetellaan opettajan johdolla. Sdatdminen on tér-
kedd, jotta naytteestd saatava kuva on riittdvin hyva ndytteen analysoimiseen ja
johtopaatosten tekemiseen. Valomikroskoopin osien, kuten linssien ja polarisaatto-
rien, merkitys on kaikessa optiikassa sama. Keskeisimpiéd opeteltavia ilmioita ovat

esimerkiksi valon aaltoluonne, diffraktio ja heijastuminen.

4 Yhteenveto

Tama tutkielma on kirjallisuuskatsaus valomikroskopian perusteisiin, erilaisiin valo-
mikroskooppeihin ja niiden hy6dytédmiseen fysiikan opetuksessa. Valomikroskoopeis-
sa on samanlaisia komponentteja ja optinen kokoonpano valitaan néytteesté tarvit-

tavan informaation seké kuvantamismenetelméin perusteella. Kuvantamismenetel-
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mié ovat kirkaskentté-, differentiaalinen interferenssikontrasti-, vaihe-, polarisoitu-
ja pimedkenttd. Valittavaan kuvantamismenetelméén vaikuttavat kuvattava néayte
ja sen ominaisuudet.

Erilaisia valomikroskooppeja ovat perusvalomikroskooppi, stereomikroskooppi,
fluoresenssimikroskooppi, konfokaalimikroskooppi ja superresoluutiomikroskooppi.
Edistyneempié valomikroskooppeja ovat fluoresenssimikroskooppi, konfokaalimik-
roskooppi ja superresoluutiomikroskooppi. Nailld mikroskoopeilla on suuri erotus-
kyky sekd ne perustuvat virittymiseen ja emissioon. Téssé tutkielmassa kerrotaan
fluoresenssimikroskoopista ja konfokaalimikroskoopista.

Valomikroskooppia voi hyddyntéda optiikan opetuksen tukena fysiikan opetuk-
sessa yldkoulussa seké lukiossa. Kokeellinen opetus auttaa ymmartamaan teorian
kaytannon kautta. Lisdksi kokeellisuuden on havaittu olevan yhteydessa oppimistu-

loksiin ja oppilaiden motivaatioon opiskella fysiikkaa.

Tekoalyn kaytto tutkielmassa

Tutkielmaa tehdessa ja tarkistaessa kirjoittaja ei ole kiyttanyt tekodlya.
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