Svételna mikroskopie 1

1. Zadani

1) Seznamte se dukladné s jednotlivymi prvky a sovlddanim svételného
mikroskopu

2) Prostudujte sestavu osvétlovaci soustavy a provedte jeji nastaveni podle
Kéhlerova schématu

3) Vycentrujte mikroskop

4) Provedte kalibraci pricného zvétSeni mikroskopu pomoci mérného okularu a
objektivniho méritka

5) Pomoci kalibrovaného mikroskopu zmérte rozméry kvasinek

6) Seznamte se s prvky polariza¢niho mikroskopu

7) Studujte chovani Skrobovych zrn v ortoskopickém usporadani, zakreslete jejich
vzhled a vysvétlete
8) Seznamte se s digitdlnim mikroskopem

9) Zmérte rozméry kvasinek pomoci digitalniho mikroskopu

2. Pomticky

Polariza¢ni mikroskop, mérny okuldr, objektivni méritko, digitalni mikroskop, zrcatko,
podloZni a kryci skli¢ka, brambor, nz

3. Teorie

Osvétlovaci soustava podle Kéhlerova schématu

Osvétlovaci soustava se sklada ze zdroje S, kolektoru K, clonky kolektoru CI(K),
kondenzoru C a clonky kondenzoru CI(C). Clonka CI(K) je v ohniskové roviné K (primarni
obraz S), Cl (C) je v ohniskové roviné C.

Spravné nastaveni: S je zobrazen kolektorem na CI(C), CI(K) je zobrazena kondenzorem

na P. Pak CI(K) omezuje osvétlené pole preparatu P a CI(C) ovliviiuje osvétleni P a
aperturni Uhel osvétlovaci soustavy (nazyva se proto také aperturni clonka). Je dosazeno
optimalniho vyuziti svétla zdroje a homogenni osvétleni preparatu.
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Schéma Kohlerova usporadani osvétlovact soustavy svételného mikroskopu

Centrovdni mikroskopu

Cilem je sefidit mikroskop tak, aby vSechny kruhové prvky mély stfed na optické ose.
Centrovani lze provadét vici opérnym (pevnym) prvkim. U naseho mikroskopu jsou pevnymi
prvky kolektorova clonka, clonka zorného pole v okuldru a Amiciho-Bertrandova ¢ocka.
Centrovatelné prvky jsou: zdroj svétla S, aperturni (kondenzorova) clonka CI(K), stolek a objektiv
(0).

Postup centrovani:

1) Zaostfime mikroskop na preparat, kolektorovou clonku na preparat a zmensime
clonku zorného pole Cl (z.p.) tak, aby méla stejny primér jako zobrazend kolektorova clonka.

2) Vycentrujeme dvéma nasouvacimi kli¢i objektiv tak, aby obrazy CI(K) a Cl(z.p.) byly
vycentrované.

3) Zaradime Amici-Bertrandovu ¢ocku jako pomocny objektiv (sklopeni packy doll) a
zaostfime ho na obrazovou ohniskovou rovinu objektivu. V této roviné je obraz aperturni clonky
a ten stavécimi Srouby této clonky vycentrujeme.

4) Obraz zdroje vycentrujeme stavécimi Srouby zdroje na zavienou aperturni clonku.

5) Stavécimi Srouby vycentrujeme otocny stolek tak, aby pfi jeho otaceni zUstaval stred
otaceni ve stfedu nitkového kfize okularu.

6) Pfi vymeéneé objektivu je tfeba zkontrolovat jeho vycentrovani.

Meéreni pricnych rozméru v mikroskopu (napr. bunék, chloroplasti a celych listki mechu)

K méreni pricnych rozmérd objektd, které jsou celé vidét v mikroskopu vyuZijeme méfici
okular a kalibrovany mikroskop.



Jeden z okuldrQ nahradime méricim okuldrem firmy Carl Zeiss, Jena (zvétSeni 15 x). Zorné pole
zaostfené ocni ¢ockou okularu je zndzornéné na obr. 2. V horni poloviné je pevna stupnice osmi
stejné vzddlenych ocislovanych dilkd. Je to hrubé okularové méfitko (tzv. mikrometr). Pevny
stfed pole je vyznacen jako vrchol pravého Uhlu sviraného dvéma prerusovanymi polopfimkami
v praveé ¢asti zorného pole.

Vodorovna prerusovana primka, zrcadlovy obraz dvou pevnych polopfimek, kratka vertikalni
linie na stfedni pfimce a dvojice pevnych linii ¢asteéné se prekryvajici s pevnou stupnici se
soucasné pohybuiji pfi otaceni mikrometrického Sroubu. Vzdalenost dvojice linii odpovida deseti
a vzdalenost sousednich pevnych linii méfitka stu dilkd na bubinku mikrometrického Sroubu
mérného okuldaru. Splyva-li stfed pohyblivé dvojice linii s pevnou linii, je na stupnici
mikrometrického Sroubu nula.

Pevné meéritko slouzi k pribliZznému odhadu rozmérQ a k zépisu pocatecni a koncové hodnoty

méreného rozméru. Pokud zvolime jako jednotku jeden dilek stupnice mikrometrického Sroubu,
udava stupnice mikrometrického Sroubu jednotky a desitky a Cisla u linii pevného méftitka stovky
téchto jednotek (napf. 365 az 728 apod.). Méfici okular Ize pomoci stavécich Sroubl vycentrovat
vuci ose mikroskopu.

Zorné pole mériciho okuldru Carl Zeiss, Jena

Pro kalibraci mame k dispozici kromé méficiho okularu jesté objektivni méfitko (tzv. objektivovy
mikrometr), ve kterém je jeden centimetr rozdélen presné liniemi na sto dilkd (oznaceni 10 :
100). Vlozime objektivni méfitko jako preparat do mikroskopu a zaostfime mikroskop na tuto



stupnici. Oto¢ime stolek tak, aby linie méfitka byly presné rovnobéiné s liniemi stupnice v
okuldru. Linie objektivniho méfitka jsou pfi vétSim zvétSeni pomérné Siroké, a proto pfi
kalibra¢nim postupu nastavujeme stfed pohyblivé ¢&asti okuldru nebo jednu z dvojice
pohyblivych linii na stejny okraj i stfed obrazu linie objektivniho méfitka.

Otacenim mikrometrického Sroubu okuldru zjistime, kolik dilkd Sroubu pfipada na vzdalenost
sousednich linii obrazu objektivniho métitka. Méreni provadime statisticky. Pfipada-li v priméru
na vzddlenost sousednich linii objektivniho méritka D dilk(i, je charakteristickd konstanta
usporadani objektiv-okular:

k=0,1/D (mm).

Chceme-li nyni méfit pficné rozméry objekt(l v prepardtu, posuneme pomoci kfizového posuvu
objekt do stfedu zorného pole a natocime preparadt pomoci oto¢ného stolku do takové polohy,
aby méreny rozmér splyval s vodorovnou linii zorného pole, nebo byl s ni alespon rovnobézny.
Druhou mozZnosti dosazeni této rovnobézZnosti je otoceni mérného okuldru. Tento postup je
méné prakticky a u polarizacniho mikroskopu vyuzivdme s vyhodou vycentrovaného oto¢ného
stolku.

Nyni nastavime pomoci mikrometrického Sroubu pohyblivy stfed nitkového kfize na levy krajni
bod mérené usecky a odecteme hodnotu polohy mA a totéZ provedeme pro pravy krajni bod (
hodnota mB ). Délka mérené usecky je

d=k.(mB-mA).

Timto zplsobem zméfime pricné rozméry bunék a chloroplastli napf. listi mechu. K méfeni
pfi¢nych rozméri objekti, jejichz obraz je vétsi neZ zorné pole mikroskopu lze pouzit kiizovych
posuvl preparatu (X, y), které jsou nastavitelné s ptesnosti na 0,1 mm za pouziti nonia obdobné
jako u posuvného méritka. Méfici okuldr nastavime nejlépe tak, aby vznikl nitkovy ktiz (stfedni
poloha). Kfizovym posunem preparatu nastavime jeden krajni bod mérené usecky (A) tak, aby
splyval se stfredem nitkového kfize, a odecteme polohy na kfizovych posuvech (xA, yA). Totéz
provedeme pro druhy krajni bod B (xB, yB). Vzdalenost bodu je ddna vztahem

d=(xB-xA)2+(yB-yA)2
Zmérte rozméry kvasinek a Skrobovych zrn.
Nékteré dalsi mozZnosti méreni na mikroskopu
Plosnd hustota objekti
Zjistime celkovou plochu zorného pole (P) napf. tim, Ze zméfime jeho primér. Pokud se

jedna o objekty, které zcela pokryvaji zorné pole a navzajem se neprekryvaji (napf. buriky listu
mechu nebo bunky pokozky cibule), 1ze primérnou plochu jednoho objektu vypocitat ze vztahu



p=P/j

kde j je pocet objektl v zorném poli. Pocet objektl pripadajicich na jednotkovou plochu je pak
ddan vztahem
i=j/P.

U vétsich objektu, z nichZ nékteré zasahuji do zorného pole jen ¢astecné, je tieba zvolit pravidlo
jejich pocitani. Rozdélime zorné pole na pravou a levou ¢ast a do poctu zahrneme jen buriky
zcela uvnitf zorného pole a ty bunky, které ¢astecné zasahuji do levé ¢asti zorného pole. Ty,
které zasahuji do pravé ¢asti zorného pole do celkového poctu nezahrnujeme. Tato metoda neni
pfilis presnd. Je tfeba volit takové zvétseni, pfi némz je v zorném poli alespon nékolik desitek
objektd.

Tloustka objektt v prepardtu
Zde se vyuziva mikrometricky déleny Sroub vertikdlniho posuvu stolku. Objekt pfi vétsSim
zvétSeni zaostfime na jeho svrchni ¢ast a ode¢teme hodnotu mA, pak na spodni ¢ast a odecteme

mB. PFi uréovani tloustky objektu musime brat v Gvahu indexy lomu médii u objektivu (no) a
média obklopujiciho vzorek v preparatu (np). Tloustka objektu se pak vypocte ze vzorce

T=np /no .(mA - mB).

U suchych objektivd je n = 1, u imersnich n = ni (index lomu imersni kapaliny). V nasi tUloze se
pokuste zméfit tloustku kryciho sklicka.

Neékteré biologické prepardty v ortoskopickém uspordadadni polarizacniho mikroskopu

Polariza¢ni mikroskop v ortoskopickém usporadani predstavuje kombinaci bézného
mikroskopu a polarimetru. V osvétlovaci soustavé je zarazen polarizator (pfed kondenzorem).
Jeho zékladni poloha (zapadavaci) je takova, Ze preparat je osvétlovan linedrné polarizovanym
svétlem, jehoZ elektricky vektor kmita v zorném poli ve svislém sméru. Je moZiné nastavit

libovolny smér kmitani vektoru E, stupnice nastaveni vSak neni pfilis presna.

Za objektivem je umistén analyzator, jehoZz kmitosmér je nastavitelny s pfesnosti na jednu

Uhlovou minutu. Dvé zakladni polohy analyzatoru jsou:
- zktizena se smérem polarizatoru (Cerna stredni stupnice);
- svirajici Uhel 45 stupnd se smérem polarizatoru (Cervena stupnice).

Analyzator se zarazuje do optické osy tak, Ze se otocnymi kotouci nastavi ¢ervené tecky nad
sebe. Na téchto kotoucich jsou nastavitelné jesté dvé dalsi kombinace tecek (odspodu):



- ¢erna-Cerna: analyzator vyrazen z optické osy;
- Cervena - erna: analyzator vyrazen, zafazen pomocny filtr.

Sroubem na pravé strané tubusu lze polohu analyzatoru aretovat. Pfed manipulaci
s analyzdtorem musi byt tento Sroub povolen.

V biologickém materidlu lze ofekavat nékolik rlznych typl oblasti podle jejich vlivu na
linearné polarizované svétlo:

a) lzotropni, opticky neaktivni oblasti neméni stav polarizace prochazejiciho svétla,
v ortoskopickém reZzimu jsou tmavé.

b) Opticky aktivni oblasti staci rovinu polarizace linedrné polarizovaného svétla.

V biologickych materidlech (vzhledem k malé tloustce preparatd) nejsou tyto oblasti béiné
detekovatelné.

v

c¢) Anizotropni oblasti charakteru jednoosych ¢i dvojosych krystal( s rliznym smérem os vUci

roviné preparatu. Tyto oblasti vykazuji anizotropni efekty a jsou v biologii nejcastéjsi.
Skrobovd zrna

Jak zndmo, Skrobova zrna maji vrstevnatou strukturu, kterd je zfetelnd i na obrazu v bézném
mikroskopu. V ortoskopickém usporadani polariza¢niho mikroskopu lze ziskat dalsSi potvrzeni
této predstavy. V zaficim zrnu je ¢erny "maltézsky kriz", jehoz ramena jsou rovnobézina se sméry

polarizatoru a analyzatoru.

Pti otaceni zrna se tento zasadni vzhled neméni, kfiz zistava ve své poloze, jen se mirné
deformuje. Tento jev se da vysvétlit nasledovné. Skrob se ukldda zhruba v kulovych slupkach
tak, Ze osy molekul jsou tec¢né ke kulové plose. U plochych zrn jsou tyto osy prfednostné
orientované v roviné plochy zrna.

Uvahy analogické predchozim vedou k zavéru, 7e v libovolné poloze zrna budou vertikalni a

horizontalni sméry tmavé a maximalni jas budou mit osy kvadrant(.

v

Jinym prikladem biologického materidlu s anizotropnimi oblastmi jsou pti¢cné pruhované
svaly, jejichz vlakna obsahuji typické anizotropni oblasti. Je mozné jejich chovani demonstrovat
na preparatech z masa.



polarizator

analyzator

(a) (b)

Vzhled skrobového zrna v ortoskopickém rezZimu polarizacniho mikroskopu (a) a jeho
plosny model (b).

Extrakce Skrobovych zrn z brambor

1) Brambor oloupeme a nakrajime na drobné ¢asti

2) Kousky bramboru vloZzime do mixéru, pfidame 300ml vody a pomixujeme

3) Vzniklou tekutinu procedime pres nylonovou sitku

4) Extrakt nechdme 20 minut usazovat a nasledné opatrné slijeme. Skrobové zrna zlstanou
usazené na dné

5) Kusazenym Skrobovym zrnim ptiddme 300ml destilované vody, promichdame a
naneseme 20 ul na mikroskopické sklicko

DigitdIni mikroskop

V predchozi ¢asti praktika jste se seznamili s nastavenim a ovladanim klasického
optického mikroskopu. V dalsi c¢asti praktika prozkoumejte moznosti digitalniho mikroskopu,
kalibrujte ho pro méreni rozmérQ za pomoci objektivniho méritka, zmérte rozméry kvasinek a
Skrobovych zrn a diskutujte vyhody a nevyhody obou mikroskopd.

Pocitani kvasinek pomoci Biirkerovy komurky



Biirkerova pocitaci komirka ma dvé pocitaci site. K naplnéni kom(rek je mozné opét
pouzit pipety 25 pl nebo specidlné upravené pipety ze sklenéné trubicky, vytazené v kapilaru.

Biirkerova komlrka, dikladné vycisténa a sucha, je pfipravena s pfitlacenym krycim
sklickem. Toto skli¢ko je specidlni, tlustsi, pfesné rovinné se zabrousenymi rohy. Mezi sklickem a
siti je pfi spravné poloze mezera presné 0,1 mm. Hrot pipety pfilozime k okraji sklicka a 1-3
kapky suspenze nechame vtéci kapilarnimi silami pod sklicko tak, aby byla zapInéna celd oblast
sité. Vnéjsi prebytek suspenze (napf. na krycim sklicku) odsajeme ctvereckem z drevité vaty,
tampdnem nebo filtraénim papirem. Pfebytecnou suspenzi uvnitf zachyti drazky komUrky.

Pocitani kvasinek

1) Pouzivame zvétseni mikroskopu 100 - 300 x. Volime takové osvétleni komurky, aby jak sit, tak
kvasinky kontrastné vystupovaly.

1sit =3x3mm?
P
3 a=1/5mm
o P , P b =1/20 mm
D 1 A 2
1Tmm
P =1/25mm?2
b 1
P =1/100 mm?2
2
P =1/400 mm?2
3
1mm

Cdst mfiZové sité Biirkerovy komurky



2) Biirkerovo pravidlo. Kvasinky, které se dotykaji ¢ar se pocitaji takto:

- zvolime dvé sousedni strany obdélniku (Ctverce) napf. horni a pravou. Spocteme vsechny
kvasinky, které na téchto stranach lezi, nebo se jich dotykaji zevnitf i zevné.

- kvasinky, které se dotykaji nebo lezi na dolni a levé strané se nepocitaji;

- kvasinka, ktera leZi na pravé a soucasné na dolni ¢are a ta, ktera lezi na horni a soucasné levé
¢are se nepocita.

Pravidlo Ize snadno zdlvodnit predstavou o sousednich ¢tvercich a poZzadavkem, aby se
zadnd kvasinka nepocitala dvakrat.

QO A

Biirkerovo pravidlo. Pocitaji se vysrafované kvasinky

3) Zvolime si vhodny postup pti pocitani ve ¢tvercich (obdélnicich) a to bud po rfadach, sloupcich
nebo diagondlné. MoZny je meandrovity postup. Mirnym preostfenim mizeme vidy
prekontrolovat, zda jsme neopomnéli kvasinku pfilepenou na sklicku nebo na dné.

4) Obecny vyraz pro pocet kvasinek v 1 mm3 je

P=pz/(Stn)



kde P - pocet kvasinek v 1 mm3, p - zjiStény pocet kvasinek, n - pocet pocitanych ploch, S -

velikost jedné plochy (mm?2), t - hloubka kyvety (mm), z - zfedéni krve.

e) Chyby méreni

Ze statistického hlediska je pro dany proces méreni vhodna Poissonova statistika.

P(p) =e U uP /p!

kde u je stfedni hodnota poctu ¢astic a P(p) pravdépodobnost napocitani p ¢astic. Absolutni
chyba jednoho méreni (statisticky rozptyl) je \/; a relativni 1/\/; = \/;/p (100 %). Snadno
usoudite, Ze postaci-li vdm presnost 10 % , napocitejte 100 kvasinek. Pozadujete-li ovSem napf.
5 % presnost, je tfeba spocitat 400 kvasinek atd. Urcete pfesnost vasich vysledka.

f) Cisténi komdrky a pipet

Komurku, kryci sklicko a pipety Cistime ihned po pouziti vodou, lihem a éterem, pripadné
postaci vodou se saponatem. Protahujeme je pouze koriskou Zini.



