Z4klady prace se sv ételnym mikroskopem

1. Stavba sv ételného mikroskopu

svételny mikroskop . Tento nejvyuzivanéjSi pfistroj, umoznujici vidéni predmétd pouhym okem
neviditelnych, je soustava ¢o¢ek o jedné optické ose a sklada se z mechanickych a optickych c&asti.

Do mechanickych ¢asti nalezi: stativ — zajiStuje stabilitu pfistroje; tubus — do jeho horni ¢asti jsou
vloZzeny jeden, nebo dva okulary (monokularni tubus, nebo binokularni tubus); stolek se svorkami na
pfichyceni preparatu a Srouby pro kfizovy posun stolku; dva Srouby - mikrometricky a makrometricky pro
posun stolku ve sméru optické osy; revolverovy nosi ¢ objektiv & — umoZznuje vyménu objektivi

Optickd ¢ast ma zajistit nejen zvétSeni, ale hlavné rozliSeni jemnych detailt objektu. Tento kol je
realizovan tfemi soustavami ¢ocek: okular — zajiStuje zvétSeni; objektiv — zajiStuje zvétSeni a rozliSeni;

kondenzor - zajiStuje maximalni osvétleni objektu. Opticka ¢ast je dale doplnéna osvétlovacim zafizenim
(zarovka rozmanitého typu zabudovana ve stativu mikroskopu).
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Obr 1: Revzato z manualu Nikon Eclipse E200
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Obijektiv:

-----

objektem. Tuto vlastnost vyjadfuje numerickd apertura NA . Vztah mezi NA a indexem lomu prostredi Ize
vyjadfrit:

NA=n.sin a/2

o = Uhel svirany paprsky vychazejicimi z objektu, které jsou zachyceny objektivem
n = index lomu prostredi

VétSina objektivd, jsou tzv. objektivy suché, u kterych je mezi objektivem a preparatem vzduch.
Index lomu vzduchu je 1, numerickd apertura tedy nemuze pfesahnout hodnotu 1 (prakticky 0,96). ZvySit NA
Ize pouze tim, Ze se zvySi index lomu prostfedi mezi objektivem a preparatem pouzitim tekutého prostredi,
jehoz index lomu je pfiblizné stejny jako index lomu skla (podlozniho, kryciho i €o€ek). Touto imerzi mize byt
voda, parafinovy olej, glycerol, kanadsky balzdm, ale nejcastéji imersni olej (n = 1,51). NA se pak mUlze
zvysit na 1,51 (prakticky na 1,4). Objektivy, u kterych pouzivdme imersni olej se nazyvaji imersni a zvétsuji
100x. Pomoci NA lze vypocitat tzv. uzite €né zvétSeni mikroskopu - je rovno 1000 nasobné hodnoté NA.

Numerickd apertura spolu s vinovou délkou svétla uréuje rozliSovaci schopnost objektivu . Ta
vyjadfuje jaky nejmensi rozmér (velikost) Ize jeSté rozlisit:

a=0,61.(A/NA)

a = nejmensi rozmér, ktery Ize rozliSit
0,61=opticka konstanta

A = vinova délka

NA = numericka apertura

RozliSovaci schopnost mikroskopu Ize tedy zvétSit uzitim svétla o kratSi vinové délce, hlavné ale
pouzitim objektivu s vy3$S8i numerickou aperturou (imersni objektiv) a zvySenim lomu prostfedi (imersni olej).
RozliSovaci schopnost se v zavislosti na uvedenych faktorech pohybuje v rozsahu 0,4 — 0,7 um.

Okulary :

Zvétsuji obraz vytvoreny objektivem, skladaji se ze dvou nebo vice ¢ocek. Na plasti je uvedeno
zvétSeni (5x — 20x) a typ okularu. Pfi volbé okularu bereme v Gvahu pravidlo o uzite€ném zvétSeni. Celkové
zvétSeni mikroskopu - vypoCitd se vynasobenim zvétSeni objektivu zvétSenim okularu. Podle
pozadovaného zvétSeni pak lze vybrat vhodny okular tak, aby nedoSlo k pfekro€eni uzite€ného zvétSeni
(napf. imersni objektiv s NA = 1,25 ma uzitecné zvétSeni 1250x, doplikovy okular tedy bude 12,5x). Slabsi
okular nedovoli plné vyuZzit rozliSovaci schopnost objektivu, silnéjSi okulary davaji prazdné zvétSeni, které
nezobrazi vice detaill a spiSe snizuje ostrost obrazu.

Kondenzor

Je soustava dvou, nebo tfi ¢ocek. Ukolem kondenzoru je soustfedit co nejvétsi ¢ast svételnych
paprskd ze svételného zdroje na preparat. U vétSiny kondenzorl lze nastavit numerickou aperturu, pomoci
aperturni clony kondenzoru. Tato clona je pfipevnéna k ¢o¢ce kondenzoru a pouziva se k Fizeni rozliSenti,
kontrastu a hloubky ostrosti. Obecné Ize Fici, Ze optimalni nastaveni aperturni clony kondenzoru je 70-80%
numerické apertury objektivu. Pokud je tato clona zaclonéna vice nez na 70%, pak dochazi ke snizeni jasu a
rozliSeni. Soucasné se vSak zvétSuje kontrast a hloubka ostrosti.
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2. Osvétleni a se Fizeni mikroskopu

Svételnym zdrojem je zpravidla nizkovoltova Zzarovka s transformatorem pro regulaci intenzity
osvétleni (zabudovana do mikroskopu, nebo umisténa v samostatné lampé). Svétlo je kolektorem a
kolektorovou clonou usmérfiovano na zrcadlo mikroskopu, nebo pfimo na kondenzor.

Sefizeni mikroskopu je v podstaté sefizeni jeho optické osy, tj. soustfedéni svételného zdroje a clon
doprostifed zorného pole.

3. UdrZzovani a ¢ist éni mikroskopu

Mikroskop udrzujeme v Cistoté, chranime jej pfed prachem, narazy, pred stalym pfimym slune¢nim
svétlem a pred pusobenim Skodlivych vypard a chemickych &inidel. Objektivy a okulary Cistime od prachu
Cistym meékkym Stéteckem, pripadné cCistym hadfikem. Znecisténi okularu pozname tak, Ze jim otacime,
divame se pfitom do mikroskopu — Spina se otaci s okularem. Objektiv muze byt znecistén imersnim olejem,
vycistime ho hadfikem namocenym v benzinu, pfipadné v xylenu (€asté naméaceni objektivu do xylenu je
spojeno s rizikem poruseni tmelu jeho ¢ocek).

Nikdy se nepokousSime objektiv, nebo okular rozebrat!

Po skoncené a dobrém ocisténi mikroskopu pfikryjeme mikroskop ochrannym obalem, nebo ho

vy

uloZzime do skfinky. VeSkeré zavady je nutné nahlasit vedoucimu cviceni.

Obr.2: Mikon Eclipse 80i — badatelsky mikroskop
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4. Prace s mikroskopem

Mikroskopovat je vhodné na pevném stole, ktery se nechvéje. Pfed vlastni praci zkontrolujeme, zdali

mechanické ¢asti mikroskopu nejsou poskozeny a zdali jsou optické ¢asti Cisté.

1.

Zvolime objektiv, kterym budeme pozorovat a nastavime jej pootoCenim revolveru. Rozsvitime
mikroskop.

Vlozime preparat na stolek mikroskopu. Dame pozor, aby podlozni sklo preparatu bylo dole.
Makrometrickym Sroubem vyjedeme stolkem tésné pod objektiv — divame se pfitom na preparat
z boku mikroskopu (abychom delSim objektivem nerozbili preparat a neposkodili objektiv).

Upravime si na tubusu rozte¢ oci a pfilozime oci k okularim. Posunujeme stolkem smérem dolG do
doby nez se objevi obraz. Doostfime mikrometrickym Sroubem.

Pfi volbé mensiho, nebo vétSiho zvétSeni otéd€ime pouze revolverovym nosi¢em objektivy.
Zaostfujemeime pouze mikrometrickym Sroubem.

Pfi pozorovani jemné pohybujeme mikrometrickym Sroubem, €imzZ zaostfujeme na r(izné roviny
studovaného objektu.

Po skonceni prace vse uklidime a revolverem nastavime objektiv s nejmensSim zvétSenim. V pfipadé
znedisténi mikroskop vycistime mékkym hadfikem. Mikroskop pfikryjeme, aby se na néj neprasSilo.

PFi praci s imersnim objektivem: preparat viozime na stolek, tak aby pozorovana ¢ast byla ve stfedu.

Na preparat kapneme imersni olej. Makrometrickym Sroubem vyjedeme se stolkem pod imersni objektiv tak,
aby se ¢ocCka objektivu spojila s kapkou oleje. Doostfime stejné jako pfi praci bez imersniho oleje. Po
skon éeném pozorovani sjedeme se stolkem dol U a oéistime objektiv.
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