Laboratorni cuieni z Fyziky Fakulta technologicka, UTB ve Zlin

Uloha¢. 10

Zaklady mikroskopie

Ukoly m&teni:

1. Seznamte se zakladni obsluh#ech typi laboratornich mikroskap
- biologického
- metalografického
- stereoskopického

2. Na vySe jmenovanych mikroskopech prdte pozorovani vybranych preparat
V pripadt z4jmu si nizete ginést své vlastni preparaty, jenZzete v laboratornim cseni pozorovat.

3. Provefte zaznamy studovanych prepérépii raznych zétSenich na kazdém
z vySe uvedenych mikroskop

Poznamka Je vhodné si sebou donést externi ¢rawy disk s dostateé velkou kapacitou cca 100MB

Pouzité pistroje a pomcky:

Biologicky mikroskop — model LMI T
Metalograficky mikroskop — model MTM 407
Stereoskopicky mikroskop — model STM 1562
Digitalni fotoaparat, r¥itko, studované preparaty.
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Zakladni pojmy, teoreticky uvod:

Cilem tohoto laboratorniho @éni je seznamit studenta s principy a obsluhou
zakladnich typ laboratornich mikroskap

Poznamka:Zakladni princip optickych Z&eni byl jednoduSe nas¢tmv pedeslé laboratorni
Ulozec. 9 Mereni ohniskovych vzdalenosgticek, optické soustavy. Nicméje nutné uvest, Zze
v ramci rozsahu tohoto @¥&ni neni mozné jit doritiSnych podrobnosti. Problematika
mikroskopickych technik a metod je v&mné dob velmi rozsahla a zabrala by
prinejmensim cely jeden semestr studia. P&inbho uZivatele by din byt tento Gvod
dostatény k tomu, aby pochopil, jaky je rozdil mezi jetimpini typy mikroskof a dokazal
je pouzivat.

Optické mikroskopy jsou jednim z nejrazstjSich optickych pistroja vyuzivanych
v Sirokém spektru &dnich a technickych aplikacitiipanalyze organickych i anorganickych
materiab. Pro zkoumani ifedn®ti, u vySe uvedenych typ mikroskom, se vyuziva
elektromagnetické z&eni z oblasti cca 400-750 nr{viditelna oblast sitla). Fi zkoumani

daneho pednetu dochazi ke z#mé charakteristik pouzivanéhoieai jako je amplituda, faze,
polarizace a frekvence [1].
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ZvétSeni daného zAzeni zavisi na pouzitych optickych soustavach jekdivu
aokularu (podrob%ji viz. uloha ¢. 9). Ostrost a kvalita pozorovaného nebo
zaznamendvaného obrazu zavisi na kvalizitych optickych soustav.

Predmét |ze pozorovat v prochézejicim nebo odrazeném &le. Nami pouzivany
biologicky mikroskop umaiuje pozorovani v prochazejicim &e. Metalograficky
mikroskop umo#uje pozorovani v odrazeném ¢He s aplikaci polarizaiho filtru.
Stereoskopicky mikroskop skyta ®dve vySe jmenované moznosti. Z toho plyne, Ze volba
vhodného mikroskopu a mikroskopické techniky, ziaui® typu pouZzitého preparatu
a zwtseni jehoz chceme dosahnout.

V optické mikroskopii existuje celdada zobrazovacich metod. Z&me se pouze na

struiny teoreticky popiséch nejzaklad&Sich, z nichz bude v nasi labor&itoavic vyuzivano
pouze pozorovani v prochazejicim, odrazeném aipolaaném sutle.

Z&Kkladni zobrazovaci metody pouZzivané v optickeoskikpii:

Odrazené a prochéazejici sstlo

Volba pozorovani v odrazeném nebo prochazejicidtleszavisi na typu pouzitého
vzorku, jeho pihlednosti, tlougce, atd.

Polarizované s¥tlo

Pozorovani v polarizovaném &le je mozné s pouzitim polaré@ch filtra
(polarizatoti a analyzatar). V piipact, Ze roviny &chto filtra jsou k sob navzajem kolmé,
zorné pole mikroskopu je temné. Dopada-li totodme polarizované sitlo, viz. obr. 1, na
vzorek, zvyra#uji se organizovanéasti vzorku, tj. nap ¢asti vzorku uspiddané do wité
krystalografické rrizky.

(a) c b ¢
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Obr. 1: Nepolarizované (a) a linearpolarizované sitlo (b). E je vektor intenzity.
Temném pole

Mikroskopie vtemném poli (z&stinu) se pouZiva preyrazreéni struktur jenz
vystupuji nad ,zakladni* rovinu vzorku. Princip démetody spdiva vtom, Ze sitelné
paprsky vstupuji do roviny vzorku z okraje kondemza jsou tedy velmi Sikmé. igdové
paprsky se #bec neuplaiuji. Vzorek je tedy osslovan z boku a do objektivu vstupuje
pouze odrazené &lo od nerovnosti v dané rowin

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem
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Fazovy kontrast

Metoda fazového kontrastu se pouziva pro zvymizmekontrastnich, bezbarvych
a pihlednych objeki. Princip této metody sgova ve zméné faze vinového pole, jenz
prochazi studovanymi@dmétem. Pomoci vhodného ifzeni se tento rozdil zmi v rozdil
amplitudy, ktery detekujeme jako&hejSi a tmavsi mista objektu.

DalSi metody a mikroskopie
Z dalSich metod, které jiz nebudeme roztatke uvést nap vicebarevné osteni,

Sikmé os¥tleni, interferetni kontrast, fluoresceéni jevy, konfokalni mikroskopii,
mikroskopii blizkého pole atd. [1, 2].

|. Biologicky mikroskop — model LMI T

Jak bylo zmitno jiz dfive, nami pouzivany typ mikroskopu LMI T, viz. olR,
umoziuje pozorovani vzork v prochazejicim sitle. To znamena, Ze je vyZzadovan tenky,
prihledny vzorek¢emuz nejastji odpovidaji biologické preparaty.

Trinokularni
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makroposuvu
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(zdroj svétla) Ovladac
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Obr. 2: Biologicky mikroskop — model LMI T s hlavnimi odacimi prvky [3].

Prehled hlavnich ovladacich privknami pouzivaného biologického mikroskopu je
uveden na obr. 2. Zapinani zdrojetty a regulace intenzity je umésta na zadni strén
podstavce, viz. obr. 2.

Priklad optické drahy stelného paprskuipprichodu systémenioéek v mikroskopu
s hornim a spodnim osvitem je znazorna obr. 3.
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Obr. 3: Priklad optické drahy sstelného paprsku v optickém mikroskopu [4].

II. Metalograficky mikroskop — model MTM 407

DalSim typem mikroskopu s nimZz se seznamime jeloggtdicky mikroskop, model
MTM 407. Jak jiz ndzev napovida, tento typ mikrgakge uten pro studium nephlednych,
Llustych® vzorki mineralogického fvodu, kovovych vybrus atd. Jinymi slovy vzork
které vyZaduji horni osvit a gazeni polarizénich a barevnych filtr. Na obr. 4 je uveden
nami pouzivany mikroskop s rozntisim hlavnich ovladacich pnik

Tubus pro

fotoaparat - Zdroj svétla

Okulary Barevné filtry

Trinokularnf{

hlavice = .7 - I Clona
(s prepinacim .
tahlem)
Objektivy ~ ™. Polarizétor
- Ovlada¢

Ovlada¢ .-~

e . makr
stolku x, y aKro a

mikroposuvu
Obr. 4: Metalograficky mikroskop, MTM 407, s popisem hlésmovladacich prvk [3].

Il Neto¢te s kolgky na zdroji osvétleni, jinak dojde k zméné optické drahy swtla !!!
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[ll. Stereoskopicky mikroskop — model STM 1562

Nami pouzivany stereoskopicky mikroskop, STM 156%. obr. 5, umo#uje
pozorovani jak v prochazejicim tak v odrazenémlavZ toho plyne, Ze volba preparatu neni
problémem. Jedinym limitujicim parametrem je maxithavétSeni, jehoz Ize dosadhnout, tj.
v rozsahu 6,2-320x, ip pouziti vhodné kombinace okutarV nasSem fipad je mozZno

doséhnout maximatnstonasobného Ztseni.

o4

Obr. 5: Stereoskopicky mikroskop STM 1562 se stativem umap¢im horni, spodni osvit
a fotoaparatem na trinokularni hlavici.

Hlavni vyhodou a fednosti stereoskopickych mikroskopje trojroznérné
(prostorové) pozorovani studovanyctegmeti. Schéma optické drédhy &elného paprsku
v nami pouzivaném stereoskopickém mikroskopu jedeme na obr. 6. Na tomto obrazku
jsou rovréZz popsany hlavni ovladaci prvky, vyjméepinaciho téhla trinokularni hlavice pro
pozorovani pomoci fotoaparatu (kamery).
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Obr. 6: Priklad optické drahy stelného paprsku ve stereoskopickém mikroskopu psspm
hlavnich ovladacich prik[5].
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Postupy nireni a pokyny k Uloze:

1. Obecny postup prace s mikroskopem (biologicky, etalografickym)

- Zaprete mikroskop a nastavtestini intenzitu osstleni.

Pokud nevidite dostatekésha v okularu nebo vidite pouze maly bod upfedtokularu, osrte
zda neni zatazenaktera ze clon (aperturni, polni).

- VloZte preparat na podlozni skb. Takto gipraveny vzorek umiste do
prostoru pro vzorky na manipékaim stolku.

- Pozorovani daného preparatdin@jte vzdy pi nejmensim mozném iseni.

- Na revolverové hlavici pro objektivy nastavte oljek4:1 nebo mensi.
Ot&ejte ovladacim prvkem pro makroposuv, viz. obrJ&kmile dosahnete
hrubého zaogtni pouzijte mensi otay prvek mikroposuvu pro dosazeni
dokonalého zao#&tni preparatu.

- Po dosaZeni ostrého obrazii malém zeétSeni nizeme postuph zvySovat
hodnotu z¥tSeni a to oi&Enim revolverové hlavice a vitem isluSného
objektivu (nap. 10:1, atd.). Po kazdém @&tni objektivu je v3ak wdezité
hlidat, aby hlavice i@sr¢ zapadla do poZzadované polohy. Poté jergioat
provést jemné doastni pomoci mikroposuvu.

- 11 POZOR - pi nastavovani zaastni vzdy hlidejte, aby se objektiv nedotkl
kryciho skitka nebo preparatu. Na toto je nutno davat pozomeea
v pripadt velkého z¥tSeni, jako je najklad 100:1, které je primagnuréeno
pro pozorovani v imerznim oleji !!

2. Poznamky k praci na stereoskopickém mikroskopu

- Stereoskopicky mikroskop STM 1562 je umfstna stativu, jenZz umdgje
horni a spodni osvit vzorku. Z toho plyne, Zze peZdy typ osvitu mame
zvlastni ovladaci prvky (vypiaa regulaci intenzity).

- Rozdil v ovladani mezi &inym mikroskopem (biologicky, metalograficky)
spaiivd hlavié v nastavovani pozadovaného étdeni, kterého Ize
u stereoskopického mikroskopu dosahnouttend gislusného kol&a, viz.
obr. 6.

3. Zaznam studovanych preparatu do péitace

- VSechny nami pouzivané mikroskopy jsou vybavemobkularni hlavici, ktera
umoziuje pozorovani pomoci okutanebo fotoaparatu (kamery).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem
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- Po pgislusném doogtni pomoci makro a mikroposuvufi ppohledu do
okulari, je mozné pomoci tahla umisého v hlag mikroskopu pepnout typ
pohledu (okulary / fotoaparat).

- Poté je nutné zapnout fotoaparat, ktery¢ba pepnou do rezimu zobrazovani
fotek. Nasledd dojde k propojeni potace a fotoaparatu prdsidnictvim
specialniho softwaru od firmy Canon. Tento programmoziuje pimé
zaznamenavani a zobrazovani obrazu v PC.

- Po inicializaci fotoaparatu jedba provést dodatey zoom na fotoaparatu
a finélni doostni na mikroskopu.

- I Zdivodu dodat&ného piblizeni pomoci fotoaparatu je vzdy nutné
zaznamenat #ititko pro dané nastaveni mikroskop/fotoaparat. Tetoutné
provést, protoZze neni mozné exaktiefinovat z¢tSeni !!!

4. Vypracovani protokolu

- Do protokolu piloZte pdizené zaznamy danych prepérdta jednotlivych
mikroskopech.

- Vyberte pouze dva ostré obrazky (malé a velk&sani), pdizené na daném
typu mikroskopu (biologicky, metalograficky, stes&opicky).

- K obrazkim priloZte metitka a prove'te zhodnoceni jednotlivych technik.
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