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Anotace:

Tato bakalaifska prace je zaméiena k popisu on-line méteni Motic
image plus 2.0, ktery je nejen vhodnou ucebni pomucku pii praktickych
cvi¢eni z optiky. Uzivateli umoziiuje mnohé aplikace, které usnadnuji a
zdokonaluji métici procesy s mikroskopem. Tento program je vhodny pro
studium rozméra ftadoveé v tisicinach milimetru a je velmi snadny na

ovladani.



Abstract

This bachelor work is considered description of on-line measurement Motic
Image plus 2.0, which isn’t only acceptable optical device for school
practical measurement, but it’s very useful for optical measurement of very
thin objects with microscope. The user can due to a simple program see
very strict proportions in milimeters order distances. This program is

suitable almost for everyone and the operating is very easy.
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1. Uvod

V dnesni dobé optickd méfeni vyzaduji stdle dokonalej$i metody
k dosazeni co nejnizS§iho fadu rozliSeni. Od doby prvnich mikroskopd a
nevelkych zvétSeni, se dnes pohybujeme v oblastech faddové az nanometrt.
Dnesni elektronova mikroskopie naptfiklad umoziuje pftiblizit se k az
samotné struktuie danych latek a jeji poznatky v oblastech I¢ékafstvi,
strojirenstvi a biologii uspiSily technicky pokrok druhé poloviny dvacatého
stoleti.

Cilem této bakalaiské prace neni snaha o popsani co
nejdokonalejSich optickych pfistroji soucasnosti. Nasi snahou je predevsim
vyzdvihnout moznosti dnes$nich S$kolnich pomicek v oblasti optickych
méfeni, které umozni 1épe popsat dany preparat s velmi presnymi vysledky
v danych parametrech.

Prvni ¢ast této prace je vénovana historii mikroskopu, zdkladnim
fyzikdlnim poznatkim obecné optiky a zdkladnimu pfibliZzeni
mikroskopického méfeni.

Dalsi, navazujici ¢ast, seznamuje se softwarem Motic image plus 2.0,
ktery, s pomoci kamery, umoziiuje za podpory PC velmi srozumitelnd a
pfesnd méfeni v oblastech mikrometra.

Prakticka cast je vénovana méfeni vhodnych preparati, nejprve
pomoci okularu, pfedem zvoleného meéfitka a nasledné pomoci on-line
meéfeni. Soucasti této bakalarské prace jsou pfilohy s fotografiemi

zachycenymi pomoci pocitacového programu a kamery.



2. Teorie

2.1  Historie mikroskopu:

Mikroskop (micron = maly a scopos = cil ) patii k objevam, které se
daji nazyvat ,,zlomové®. Pfesné¢ se neda fici kdy vznikl prvni mikroskop,
protoze ten nejednodusi mikroskop byla vlastné lupa, a prvni objevena
zakulacena skla. Ta zvétSovala asi desetkrat. Asi prvni mikroskop sice jesté
ne uplné pfesny vznikl v roce 1590 v Holandsku, kde Zacharias Janssen a
jeho syn Hans, ktefi se zivily jako vyrobci bryli, pfi experimentovani
s cockami zjistily Ze vzdaleny obraz se jevi jako zvétSeny. O téchto
prostych experimentech se doslech Galileo, ktery v roce 1609 vypracoval

zéklady objektivu a vytvoril podstatné leps$i piistroj s moznosti zaostteni.

Ovsem teprve Anton van Leeuwenhoek (1632-1723)z Holandska,
ktery je nazyvan otec mikroskopie, byl prvni kdo zacal pouzivat mikroskop
k sledovani biologickych objevi. Byl prvnim, kdo spattil a popsal bakterii,

kvasinky, hemzivy zivot v kapce vody a cirkulaci krvinek v kapilarach[4].

Robert Hooke (1635-1703) z Anglie postavil pfesnou kopii
mikroskopu Anton van Leeuwenhoeka a tu poté zdokonalil. Jak vypadal

vidime na obrazku ¢. 1.

Obrazek ¢.1



Prvni kdo zah4jil vyrobu mikroskopu, byla firma, pojmenovéana po

muzi, ktery vénoval vyznamné usili vyrobé mikroskopu, Carl Weiss

Historickvy ndhled

1590-1610 - Vyrobeny prvni pfistroje, které lze povazovat za pouzitelny
mikroskop (Hans a Zaccharis Janssenové z Middleburgu v Hollandsku)[1].
Pielom 17. a 18. stoleti - Antoni van Leeuwehoek brousil ¢o¢ky vynikajici
kvality. Vyrobil asi 505 mikroskopt, které zvétSovaly az 270x.

1847 — Zah4jeni vyroby mikroskopt firmou Carl Zeiss v Jené.

1911 — Fluorescen¢ni mikroskop s UV excitaci (C. Reichert).

1932 — F. Zernick objevil fazovy kontrast (Nobelova cena roku 1953).

1955 — Diferencialni interferenéni kontrast (Nomarski).

1968 — Rastrovaci tandemovy konfokalni mikroskop (TSCM).

1978 — Laserovy konfokalni rastrovaci mikroskop.[5]

2.2 SVETELNA MIKROSKOPIE

Svétlo ma dualistickou povahu. Znamena to, ze ho mizeme chépat
jako pficné vinéni spojitého elektromagnetického pole a soucasné jako
proud castic (fotont,kvant). Ve fyzice se svétlo popisuje tfemi zplsoby:
vinovym modelem (svétlo jako -elektromagnetické vinéni), kvantovym
modelem (svétlo jako proud fotont) a geometrickym modelem (svételny

paprsek).

2.2.1 VInovy model svétla
Svétlo je vinéni elektromagnetického pole, které je mozné zndzornit
sinusoidou. Zakladnimi charakteristikami svétla jsou:
Rychlost (¢) -  ve vakuu je to 3.10° m.s™ . V latkovém

prostiedi je vZzdy niZsi.



Frekvence (f) -

Vinova délka (1) —

Amplituda (A) -

Faze (p) -

pocet kmitl za jednotku Casu, nezdvisi na
prostiedi a udava barvu svétla. S rostouci
frekvenci roste energie svétla.

vzdalenost mezi odpovidajicimi si body
sinusoidy. Mezi frekvenci, vlnovou
délkou a rychlosti plati vztah 2.2.1.

1=—
f 2.2.1

Udava nejvétsi hodnotu sinusoidy od
nulové hodnoty. Na amplitudé zavisi
intenzita svétla.

Udava v jaké casti viny (sinusoidy) se
vinéni  nachazi v daném  Casovém

okamziku [2].

AN >
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A

Obrazek 2: Svetelna vina

Vinova délka svétla je 390 nm (fialova barva) az 750 nm (Cervena

barva). Svétlo tvofené vinénim o jedné vlnové délce se nazyva

monochromatické, o vice vinovych délkach polychromatické. Svétlo tvofené

v§emi viditelnymi vinovymi délkami se jevi jako bilé.

2.2.2 Sifeni svétla prostorem

V prostoru se svétlo $ifi podle tzv. Huygensova principu, ktery fika,

ze kazdy bod se stava sadm zdrojem zafeni. V geometrickém popisu se

10



zavadi pojem svételny paprsek. V opticky homogennim prostiedi se
svételné paprsky Sifi pfimocafe a nezavisle na sobé. V nehomogennim
prostfedi muze dojit k odrazu, lomu nebo ohybu svétla, pfipadné k jeho

absorbci.

Odraz

Na povrchu propustnych i nepropustnych pfedmétt dochazi k odrazu
svétla. Pokud je plocha pfedmétu hladkd a nepropustnd, odrazi se vSechno
svétlo zpét do prostoru. Uhel dopadu svétla na plochu se pak rovna whlu
odrazu. Pokud je plocha nerovna a nepropustnd, odrazi se paprsky do

prostoru pod riznymi thly — rozptylené svétlo.

Pti dopadu na rozhrani dvou propustnych ale odlisnych optickych
prostiedi se svétlo Castecné odrdzi a castecné ldme. Lom je zplisoben
zménou rychlosti a vlnové délky svétla na rozhrani prostiedi s rtiznou
optickou hustotou a zavisi na vlastnostech téchto prostiedi podle Snellova

zdkona (viz vztah 2.2.2)[2]

sine v, n,

Ny 2.2.2

sinfg v,

Zde n je index lomu prostiedi, kromé vakua je vzdy n>1. Castéji neZ
absolutni index lomu se pouZivaji relativni indexy lomu dvou prostfedi

(vztah 2.2.3)

11



n1 |l/
n2
A\

l
a- thel dopadu l
o' (thel odrazu |

B-thel lomu

6- odchylka od pivodniho sméru
nl,n2- indexy lomu prostiedi

Obrazek ¢.3

Pti pfechodu z opticky fid$iho do opticky hust$iho prostfedi (nz,1>1)
dochazi k lomu svétla ke kolmici s rovinou rozhrani (viz obrazek 3).
Protoze rychlost svétla v latkovém prostiedi zavisi na frekvenci (s rostouci
frekvenci klesd), lamou se svétla riznych barev pod riznymi uhly. Tento
jev nazyvame disperze svetla. V jeho dusledku dochézi k rozkladu bilého

svétla na hranolu nebo na kapic¢kach vody (duha)[6].

Interference svétla

K interferenci dochazi pokud je splnéna podminka koherence vinéni.
Koherentni jsou takova vinéni, kterd maji stejnou frekvenci a jejichZ fazovy
rozdil je v daném bode neménny. Interferenci dochédzi v rliznych bodech
k zeslabeni nebo zesileni intenzity svétla. Pfi interferenci vin jejichz faze je
vzéjemné posunuta o sudé nasobky A/2 vznikaji interferencni maxima a pti
interferenci viln jejichz faze je vzajemné posunuta o liché nasobky A/2

vznikaji interferencni minima[2].

Ohyb (difrakce)

K ohybu dochazi na ptekazkach, jejichz velikost je tadové
srovnatelna s vinovou délkou svétla (vlas, velmi Uzka Stérbina, hrot jehly,

optickd mfizka). Prlichodem pifekaZzkou dochazi k ohybu svétla a za

12



prekazkou k interferenci ohnutych paprski. Vznikd tak ohybovy obrazec
Vv podob¢ interferencnich maxim a minim, jejichZz tvar zadvisi na tvaru
piekazky. Ohyb vInéni lze vysvétlit pomoci Huygensova principu (Vviz

obrazek 4).[4]

Difrakce na obdélnikové &térhiné.

Obrazek ¢. 4
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OCKA

(@

2.3

Cocka je optické zafizeni ohrani¢ené nejméné dvéma plochami,
Z nichz alespon jedna je zakfivend a ma nejméné jednu rovinu soumeérnosti.
Podle toho, jaky ma Cocka tvar, rozliSujeme CocCky na konvexni (vyduté),
konkavni (duté) poptipadé plankonvexni a plankonkavni s jednim povrchem
plochym. Co¢ky s vydutym povrchem jsou spojky, S dutym povrchem

rozptylky[2].

2.3.1 Princip ¢oc¢ky

Pti prichodu svétla ¢ockou dochazi na rozhrani cocky a prostiedi
k lomu svétla. Nelamou se pouze paprsky, které tvofi optickou osu soustavy
(paprsek B na obrazku 5).

Opticka osa je ptimka prochazejici stfedy kiivosti v8ech kulovych
ploch ¢ocky a je kolma na jeji rovinné plochy. Paprsky jdouci rovnob&zné
s optickou osou ¢oc¢ky se sbihaji v bode nazyvaném ohnisko (f).

Kazdd ¢ocka méa dvé ohniska na obou strandch. Konvexni cocky
maji skute¢na ohniska, konkavni zdanlivy. Vzdalenost ohniska od roviny
c¢ocky (myslené roviny prochézejici sttedem ¢oCky a kolmé na optickou osu)
se nazyva ohniskovd vzdalenost. Rovina obsahujici bod ohniska a
rovnobézna s rovinou CoCky se nazyva ohniskovd rovina. V ohniskové
roviné se sbihaji ty paprsky, které pifichazeji do Cocky jako rovnobézné

(nemusi byt kolmé na rovinu ¢ocky)[3].

A C'

B ;.. * B
f

C \7/// \A'

Obrazek ¢.5
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2.3.2 Vznik obrazu

Podstatou tvorby ostrého obrazu ¢oCkou je skutecnost, ze svételné
paprsky Sifici se z ur¢itého bodu pfedmétu riznymi sméry a dopadajici na
¢ocku se v obrazové rovin¢ sbihaji opét do jednoho bodu a skladaji tak
ostry obraz ptedmétu (obrazek 6).

Vzhled obrazu u konvexnich ¢ocek zavisi na vzdalenosti pfedmétu
od Cocky. Pokud je pfedmét vzdaleny vice nez dvojnasobek ohniskové
vzdélenosti, vznika skuteény zmenseny a ptevraceny obraz (fotoaparat).

Pokud lezi pfedmét mezi dvojnasobkem ohniskové vzdalenosti a
ohniskem, je vznikly obraz pievraceny, skuteény a zvétSeny (objektiv
mikroskopu). Pokud je pfedmét mezi ohniskem a cockou, je vznikly obraz
zvétseny a neskutecny (lupa, okuldr mikroskopu). Skute¢ny obraz je mozné

zobrazit na projekcéni plose.

Obrazek €. 6

ZvétSeni CoCky roste se zkracujici se ohniskovou vzdélenosti (f)
podle nasledujiciho vztahu:
Zvetseni = 250/f  2.3.1

kde, 250 je konven¢ni pracovni vzdalenost lidského oka v mm.

15



2.4 Svételny mikroskop

2.4.1 Stavba svételného mikroskopu

Mikroskop se skladda z mechanické casti (podstavec, stojan a stolek

s kfizovym posunem), osvétlovaci Casti (zdroj svétla, kondenzor, clona) a

optické casti (objektivy a okulary). Viz nasledujici obrazek[5]

Stolek s preparatem ’zg\so Kitzovy ..

_-posun

Kondezor

s clonou 2 v
1 # Makro- a
mikrosoub

Zdroj = i

Podstavec

Obrazek ¢.7

2.4.2 Vznik obrazu v mikroskopu

Objektiv je soustava ¢ocek s velmi kratkou ohniskovou vzdélenosti,
kterd vytvari skutecny pievraceny obraz objektu, jez se promitd mezi
ohnisko okulédru a okuldr. Okularem tento obraz pozorujeme jako pod lupou

a vidime zdanlivy zvétSeny obraz (Obrazek 8)[3].
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Okular

LE/
g
Fas Yoy

< __‘;u_‘ﬂ'_i' Objektiv

v Predmét

Obrazek ¢.8

2.4.3 Fyzikalni podstata vzniku obrazu v optickém mikroskopu

Vysvétleni podal Ernst Abbe (1873) a dolozil jej pomérné sloZitou
teorii, kterou zde pomineme.

Zékladni mySlenka se opét opird o Huygenslv principu — kazdy bod
osvétleného objektu se stdva zdrojem sekundarnich sférickych vin.
Zaostiend rovina preparatu je takovym objektem. Podle optickych vlastnosti
jednotlivych bodl objektu se dopadajici svétlo v kazdém z bodua
transformuje (ohyba se, lame, méni se jeho amplituda, faze) a vznikaji
sekundarni viny. Ty spolu interferuji, jako po prichodu svétla Stérbinou
nebo optickou mtiZzkou.

Vysledné vinéni, které obsahuje informaci o vzhledu objektu
vstupuje do objektivu. V jednotlivych bodech zadni ohniskové roviny
objektivu se setkdvaji sekundarni vlny, které opustily rovinu pifedmétu
rovnobézné. Dochazi k jejich interferenci a v souladu s Huygensovym
principem se stavaji zdrojem novych vin, které v obrazové roviné objektivu

mikroskopu skladaji zvétSeny a prevraceny obraz[2].

17



Objekty lze podle optickych vlastnosti rozdélit do dvou skupin:

1. Amplitudové:

2.Fazové:

Zbarvené objekty, které absorbuji svétlo. Snizuji
amplitudu viny, coz se projevi na jeho intenzité. Pokud
objekty absorbuji vSechny c¢asti spektra rovnomérné,
jevi se jako tmavé, absorbuji-li je ruzné, jevi se jako
barevné. Rozdily v absorbanci riznych jejich ¢asti se
stavaji zdrojem kontrastu.

Nebarevné objekty, které se 1isi od okoli indexem lomu
a tloustkou. To zplsobi zménu faze prochdzejiciho
svételného  vInéni, kterou vSak lidské oko
nezaznamena. Kontrast fazovych objektl, lze zvysit
pomoci cytologickych a histologickych barviv nebo
pomoci optickych metod, které prevadeji rozdily
v indexech lomu na jasovy kontrast (zastin, fazovy
kontrast, Nomarského diferencialni interferenéni

kontrast, Hoffmantv modula¢ni kontrast).[5]

2.4.4 RozlisSovaci schopnost mikroskopu

RozliSovaci schopnosti rozumime vzdalenost dvou bodi, které

mikroskop zobrazi jako dva samostatné body oznacujeme ji jako a. Je dana

zafenim, kterym objekt osvétlujeme, a vlastnostmi objektivu. Okular pouze

zvétSuje obraz tvofeny objektivem. Obecné plati, Ze neni mozné rozliSit

body bliz$i nez polovina vinové délky zafeni. U svétla se to tedy rovna

zhruba 250 nm. RozliSovaci schopnost u mikroskopu je dale omezena

mnozstvim svételnych paprskl, které mohou vstoupit do objektivu

(svetelnost objektivu) a mizeme ji vypocitat podle vzorce 2.4.1.

18
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Zde A je vinova délka svétla, n je index lomu prostiedi pied
objektivem a kone¢né a symbolizuje polovinu otvorového uhlu kuzele
paprska, které mohou vstoupit do objektivu

Veli¢iny n a a jsou pro dany objektiv konstanty a cely jmenovatel ve
vzorci 2.4.1 se oznaluje jako numericka apertura objektivu (NA). Je to
jedna ze zakladnich charakteristik objektivu a jeji hodnota je na objektivu

uvedena (viz nésledujici obrazek).

Wy .
Zvétseni
\ Plan Fuoe
" 10%/0.30
Numericka
apertura

Obrazek ¢.9

Numericka apertura nejkvalitnéjSich imerznich objektiva je 1,3-1,4. Pro
nejkrat§i vinové délky (400 nm) se pak rozliSovaci schopnost téchto
mikroskopl blizi hodnoté 0,17 pm. Ze vzorce pro rozliSovaci schopnost

plyne, Ze rozliSovaci schopnost mikroskopu lze zvysit

1. snizenim A — pouziti modrého svétla (modry filtr), proudu elektront
(elektronova mikroskopie)

2. zvySovanim n — pouziti imerzniho oleje.

Vliv imerzniho oleje na rozliSovaci schopnost mikroskopu ukazuje
obrazek 10. Pfidanim imerzniho oleje, ktery ma vyssi index lomu neZ
vzduch, mezi preparat a objektiv se predchazi ztratdm svétla, které se lame
na rozhrani preparat/prostiedi.[2]

Do objektivu pak dopadne vétsi mnozstvi paprski. Na rozliSovaci
schopnost mikroskopu ma také vliv NA kondenzor. Nejlepsi rozliSovaci
schopnosti bychom méli dosahnout, pouzijeme-li kondenzor jehoZz NA je

rovna asi 1,5 ndsobku NA objektivu.
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Obrazek ¢. 10

2.4.5 Zvétseni mikroskopu
Zvétseni mikroskopu je definovano jako soucin zvétSeni objektivu a
zvétSeni okularu. Tuto veli¢inu nazvéme pismenem Z.

d 250
f

7 =
f

objektivu

okularu 2 Y 2

Zde d predstavuje délku tubusu, neboli vzdalenost objektivu a
okularu (obvykle 170 mm). Jak jsme jiz ptfedtim podotkli, ¢islo 250 je
konven¢ni pracovni vzdalenost lidského oka v mm.

Symbol f pfedstavuje ohniskovou vzdalenost.[3]

Spise nez ohniskové vzdalenosti se na objektivech a okularech uvadi
pfimo jejich zvétSeni (d/f nebo 250/f). V praxi tedy vypocitdme zvétSeni
tak, Zze nasobime zvétSeni objektivu uvedené na objektivu zvétSenim
okuldru uvedenym na okularu. Za podminek, kdy je minimalni vzdalenost
dvou rozliSitelnych bodil srovnatelnéd s rozliSovaci schopnosti lidského oka

se obraz nezlepsi ani pii dalSim zvétSovani, neptfibudou nové detaily
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(hluché zvétseni). Maximadlni uzitecné zvétseni proto zavisi na rozliSovaci

schopnosti objektivu a rovna se asi tisicinasobku NA.[2]

2.4.6 Metody zvySujici kontrast zobrazeni ve svételném mikroskopu

Zastin

Clona zachycuje paprsky prochazejici pfimo do objektivu. Objekty jsou
osvétleny z boku a my pozorujeme pouze svétlo, které se na nich lame nebo
odrazi. Existuji specialni kondenzory na zastin (kordioid). Podobného
efektu dosdhneme tim, ze na zdroj svétla polozime minci.Fazovy kontrast

(obrazek 10)

Na kondenzor se umisti maska s kruhovou $térbinou, kterou pronika svétlo

do objektu. V objektivu, v misté obrazu kondenzorové masky, je umisténa
fazova maska. V misté Sterbiny u kondenzorové masky je u masky fazové
napafend polopropustnd vrstva kovu, kterd méni fazi svétla o c¢tvrtinu
vinové délky. Diky tomuto uspofaddni prochdzi nedifraktované (neohnuté)
zafeni ze zdroje (Stérbiny kondenzorové masky) tou ¢asti fazové masky,
kterda méni fazi svétla. Ostatni vinéni, které se na objektu ohnulo a nebo
zlomilo, projde beze zmény. Pii interferenci vln v obrazové roviné se ¢asti
objektu, které riznym zplsobem méni fazi svétla projevi riznou intenzitou
svétla. Tato technika tedy pfevadi rozdily v posunu faze svétla
prochézejiciho riznymi ¢asti objektu, které nevidime, na rozdily v intenzité
svétla, kterou mizeme pozorovat. Viz Obrazek 10 - Fdazovy kontrast

(prevzato z Jaromir Plasek: Nové metody optické mikroskopie)[6]
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OBRAZOVA ROVINA
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ROVINA I
OBJEKTIVU "
i
i
/
PREDMETOVA ROVINA
KONDENZOR
KONDENZOROVA
MASKA
Obrazek ¢.11
A) B)
profil intenzity svétla
. c v obraze, pozorovany po
OKULAR W .__ﬁ r_’ L—— pricchodu analyzitorem P2
A A A (| diferencialni fazovy profil
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(+45°) [lecrtsnseancane: renasmuse | Q@ i
o = L s féazové profily v misté
’Q” s pos S 7 ]
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!
] y) bt —_—
! weoy X dodateény konstantni fazovy
! = @ rozdil ®,mezi vzdjemné kolmo
0 s bt .
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OBJEKTIV Jazové profily ®(x,y)
M svételnych vin za objektem
profil optické tloustky
N PAQ P Q objektu (n-d)
OBJEKT  _ _ _ A OSSO
KONDENZOR
KOMPENZATOR W, -—
(O]
IRISOVA CLONA em———- ——Y_ — cmm——
POLARIZATOR P1
(- 45°)
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Obréazek 12: Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC) (pievzato z

Jaromir Plasek: Nové metody opt
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Nomarského diferencialni interferenéni kontrast (DIC)

Pouzivd polarizované svétlo. Podstatnd je funkce objektivového
hranolu W,. Tento hranol déli pivodné linearné polarizované svétlo na dvé
vzéjemné kolmo polarizované slozky, které z né&j odstupuji riznym smérem.
Jejich posun je ale maly a mensi nez rozliSovaci schopnost mikroskopu.
Ob¢ slozky nesou stejné fazové profily vzniklé pii prichodu objektem.
Analyzator P2 wvytvaii podminky pro interferenci téchto vzajemné
posunutych obrazti. Tato pak vyjevi (ve formé rizné intenzity svélta)
existenci ptfipadnych fazovych rozdild mezi zafenim prochazejicim témi
sousednimi misty objektu jejichz dil¢i obrazy nesené jednotlivymi slozkami
se navzajem piekryvaji (obr XY B.). Vysledkem je opticky reliéf, ktery se
alespoit u biologickych objekti zpravidla shoduje s jejich realnym

prostorovym reliéfem|[2].

PROFIL

INTENZITY SVETLA |
V OBRAZOVE ROVINE INTENZITA SVETLA
ZA
MODULATOREM

ZVETSENY I
OBRAZ \ /
OBJEKTU ————
V1 / y

3 2 1 :IS
PRED
MODULATOREM

—n— g >
—_——

MODULATOR — — — - pieptr————— = ———
(zadni ohniskovi
rovina objektivu)
0% 15% 100%
OBJEKTIV PROPUSTNOST
MODULATORU
OBJEKT P —
)
KONDENZOR "lI/////////
123
OBDELNIKOVA ' §
STERBINA = — — — - ——— — — = =~ =
(pFednf ohniskovd
rovina kondenzoru)

SVETLO

Obrazek 12: Hoffmantv modula¢ni kontrast (pfevzato z Jaromir Plasek:

Nové metody optické mikroskopie)
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Hoffmanuv modulaéni kontrast (HMC)

Pouziva Sikmého osvétleni. Pfed kondenzor se umisti obdélnikovita
Stérbina umisténd mimo optickou osu mikroskopu. V misté jejiho obrazu
v objektivu je modulator. Modulator je maska, na které ma vrstva lezici
Vv misté¢ obrazu kondenzorové Stérbiny 15% propustnost svétla, na jedné
stran€ od ni je absorbujici plocha, ktera nepropousti svétlo vilbec a na druhé
strané je plocha pro svétlo zcela propustna. Zatfeni ze S$térbiny zdroje, které
prochéazi oblasti vzorku s gradientem optické tloustky se odchyli od
ptivodniho sméru a obraz ktery vytvofi v objektivu bude posunuty vzhledem
k zoné modulatoru s 15% absorbanci, takze dopadne na zcela absorbujici
nebo zcela propustnou plochu. Tak dojde ke ztemnéni nebo zjasnéni
pfislusného mista v mikroskopickém obraze. Vysledek budi dojem Sikmo
osvétleného relié¢fu a je velmi podobny Nomarského DIC. Vzhled obrazu
zéavisi na orientaci gradientu optické tloustky objektu vzhledem ke Stérbiné.
Rovnobézné gradienty se neprojevi. HMC dava podobny vysledek jako
Nomarského DIC, je levnéjsi, a protoze nevyzaduje polarizované svétlo lze
pozorovat 1 objekty na dvojlomnych podlozkach (plastikové misky). Mezi

biology nema vSak jeho pouzivani takovou tradici jako DIC.[2]

2.4.7 Postup pii mikroskopovani

Zapneme zdroj svétla a na stolek vsuneme preparat. Objekt hledame
pomoci makroSroubu a doostiime mikroSroubem. Potom postupné
zvySujeme zvétSeni vymeénou objektivii na revolveru. Dbame na to, aby
objektiv nenarazil na sklicko preparatu. Objektivy na revolveru jsou
obvykle parfokadlni (jsou zaostfeny na pfiblizné stejnou vzdalenost), takze
po vyméné objektivu nemusime objekt znovu hledat, ale stac¢i lehce doostfit
mikroSroubem. Kondenzor je v horni poloze, intenzitu svétla regulujeme
kondenzorovou clonou.
Sladime si zaostreni okularu, aby odpovidalo nasim oc¢im. U jednoho

okularu je mozZzné pootoCenim upravit zaostfeni. Zavieme oko, kterym
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hledime do ostfitelného okuldru a pozorujeme pouze skrze neosttitelny.
Zaostiime mikroSroubem objekt. Poté vyménime oCi a pozorujeme pouze

ostfitelnym okuldrem. PootoCenim okularu doostfime objekt.

Pouziti imerzniho oleje

Zaostiime objekt nejvétsim neimerznim objektivem (nejcastéji 40x).
Pooto¢ime revolver do polohy mezi tento objektiv a imerzni objektiv a na
misto prepardtu, které pozorujeme, kapneme kapku imerzniho oleje.
Pootoc¢ime revolver na imerzni objektiv, ktery se musi ponofit do oleje.
Pokud vidime objekt, lehce doostfime mikrosSroubem. Pokud objekt
nevidime, sjedeme objektivem k preparatu, tak abychom do né¢j nenarazili.
Ptitom se divame zboku na objektiv a stolek s prepardtem. Pak pohybujeme
objektivem smérem od prepardtu a pozorujeme okuldry dokud nenarazime
na objektovou rovinu. Pokud ji nenalezneme sjedeme opét k prepardtu a
ostfeni opakujeme. Pokud se nam naddle nedafi objekt nalézt, opakujeme
cely postup od zacatku, pfitom dbame na to abychom do imerzniho oleje

nenamocily jiny objektiv nez imerzni.[2]

Kohlerav princip

Nejlepsi obraz v mikroskopu dosdhneme pokud si nastavime
osvétleni podle Kohlerova principu. Pfi tomto osvétleni zobrazuje
kondenzor clonu zdroje svétla do roviny objektu a kondenzorova clona
reguluje svételny tok tak, Ze je osvétlené pouze zorné pole mikroskopu.
Kohlerovo osvétleni miZeme pouZzit pouze v pifipadé, Ze mikroskop ma
posuvné kondenzory a clonu zdroje svétla. Zde pro informaci uvadime
postup nastaveni svétla podle Kohlerova principu:

1. otevfit clonu zdroje svétla i clonu kondenzoru
2. vloZit preparat a zaostfit ho pfi zvétSeni 10x a vice

3. zavftit clonu zdroje svétla
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4. zaosttit clonu zdroje svétla pohybem kondenzoru tak, aby byly jeji hrany
ostré zaroven s preparatem

6. oteviit clonu zdroje svétla, aby pravé zmizela za obzorem

7. nastavit aperturni clonu (podle NA objektivu):

vyjmout okular a pti sledovani aperturni clony pohledem do tubusu otevfit
tak, aby plocha nezakryta clonou pokryvala asi 80% (1/4 zaclonéni). Toto

nastaveni je variabilni podle povahy preparatu.[2]

2.4.8 Mikroskopické preparaty

Nativni preparaty

Zivé buiiky v roztoku s vhodnou tonicitou.

Fyziologické roztoky:

savci, ptaci — 0,85%NacCl

obojzivelnici — 0,64%NaCl

pufrovany fyziologicky roztok PBS (udrzuje pH) - 137mM NaCl; 2,7mM
KCI; 4,6mM; Na;HPOs3; 1,5mM KH,POy4; pH 7,4

Nativni preparaty je mozné barvit - vitalni barventi:

Karmin — potravni vakuoly

Mitotracker — mitochondrie

Janusova zelena - mitochondrie

Metylénova modf — odlisi zivé buiiky od mrtvych. Zivé buiiky se neobarvi,

protoZze pumpuji modf ven.

Trvalé preparaty

Celkové — kus tkané€, maly Zivocich
Roztéry — na krycim nebo podloZznim skle, prvoci, krvinky atd.

a) suché — pred fixaci zaschnou, objekty jsou dvourozmérné
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b) vlhké — fixuji se za vlhka, objekty si zachovaji trojrozmérny

tvar

Trvalé preparaty se musi fixovat. Fixace mé zabranit posmrtnym
zménam bunck a tkani a zaroven musi zachovat jeho barvitelnost. Pti fixaci
dochéazi k denaturaci bilkovin, coz vede ke zpevnéni a zakonzervovani

bunéénych struktur[2].

Fixaze:
Suchy roztér — methanol
Vlhky roztér — Bouin-Hollandova fixaz, Schaudinova fixaz, sublimat

alkoholova fixaz

Mali Zivoc¢ichové — alkohol (70-80%), formaldehyd (4%)

2.4.9 Barveni

Barviva mizeme d¢lit naptiklad podle jejich pH na:

Kysela: eosin, svétla zelen, kysely fuchsin, kyselina pikrova
Zasaditd: metylénova modf, toluidinova modf, bazicky fuchsin

Neutralni: Giemsa-Romanowski, rizné formy stiibra

Vybér barviva zavisi na objektu barveni a strukturadm, které chceme barvit:
Motolice, tasemnice — borax-karmin

Prvoci — Giemsa-Romanowski, rotargol (proteinat stfibra), Hematoxylin

Tkan¢ — hematoxylin-eosin

Barveni povrchového reliéfu — opalovd modf, Burriho tus
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Motaz

Velké objekty a roztéry na krycim skle je potfeba zamontovat (pfipevnit) na
podlozni sklo.

Montaze:

Kanadsky balzam — nejcastéjsi, dlouho tuhne.

Swan — prosvétluje objekt, nevyhoda u tézce barvitelnych objekti.

CMCP10 — rychle tuhnouci, zaroven i fixuje, pouzitelné i pfimo na zivy

objekt (motolice), velmi drahé[2].
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3. Prakticka ¢ast

3.1 Seznameni s hardwarem

Pro lep$i tfeSeni zadanych tloh a méfeni lze k mikroskopu ptidat
kameru. Obrazky z kamery diky poc¢itaCovym programum Motic Image plus
2.0 a MC Camera 1.1, které jsou nize popsany, lze zachytit a ulozit.
Vysledna data 1ze uklddat a pozd¢ji s nimi i1 pracovat. Pomoci kamery lze 1
nahravat videa, to muze poslouzit pii delSich pokusech. Zaznam pak lze
prehrat v programu. Pomoci zminénych programu lze méfit, zvétSovat,

zesvétlovat a dalsi aplikace, které ndm dopomuzou k lepsim vysledktim pfti

meieni. Kamera, véetné jejiho prislusenstvi, je na néasledujicich obrazcich

(obrazek ¢.13, 14, 15).

Obr. ¢. 13 Obr.c.14

Obr. ¢. 15
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3.2 Instalace softwaru

Jesté pred instalaci je tieba zapojit kameru do pocitace pies konektor
USB a provést instalaci softwaru Motic USB 2.0. Pii zapojeni USB vysko¢i
privodce a vlozime pozadované CD, které je soucasti prislusenstvi kamery.
Pak se fidime jen pokyny pruvodce, instalace je snadné. Z toho samého CD

instalujeme i program Motic images plus 2.0 ML (viz obr. 16).

Pruvodce nové rozpoznanym hardwarem

Vita vas Privodce nové
rozpoznanym hardwarem.

Tenta privvodoe pamaha instalovat software pro:

Matic USE2.0

3;_.'\;| Pokud byl vas hardware dodan = instalacnim

&2 dizkem CD-ROM &i dizketou, vloZte je nyni.

Co choete provést?

(%) Instalovat zoftware automaticky [doporudenal

() Instalovat ze seznamu & daného
umizténi [pro zkufens ugivateles]

Pokradujte klepnutit na Haditka Dalii.

l Dalsi » l[ Storno

Obr. ¢. 16

Instalace programu je jednoduché a kazdy kdo jiz n€kdy instaloval s

tim nebude mit zaddny problém.
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3.3 Popis programu Motic images plus 2.0 ML

FILE [Soubor] :

NEW [novy] = vytvoii novy soubor
OPEN |[otevFit] = otevie ulozeny soubor
SAVE [ulozit] = ulozi otevieny soubor

SAVE AS ... [ulozit jako] = ulozit pod novym nazvem

A A

CAPTURE WINDOW [zachytit okno] = otevie pogram
,,Motic mccamera 1.1 kde se zobrazi aktualni zabér

kamery s nastavenimi

6. IMAGE COMPARISON [porovnani obrazu]

7. ALBUM = zobrazi vlozené soubory (video)

8. MOTIC REPORT = vytvofeni zpravy

9. SETTING = nastaveni

10. EXIT [ukonceni programul]

] Motic Images Plus 2.0 ML

File Edit Image Measure Modules Option Help

(7 Mew %|E*”’.§|*{*'EIEQD 9 -5

= Open ChrH D .rw. S Aoy @2 S OB | . s
EEE'\I‘E Zhrl+-5 wmgmmmmml Tﬁ
Save.ﬁ.s...

@ Capture Window  Chrl+M

E Image Camparison

] Album

% Matic Fepork

2k setting

Exit

Obr. ¢.17
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EDIT [Upraval :

1. UNDO |zrusit] = provede krok zpatky u posledni zmény

2. RENDO |[prFepracovat] = krok ,,undo” vrati do piivodniho
stavu

3. CUT |oFiznout] = vyfizne vybranou oblast

4. COPY [kopirovani] =kopiruje vybranou oblast

5. PASTE [vlozit] =vlozi vybranou oblast, nebo vlozi
kopirovanou oblast

6. RECTANGLE MATQUEE = vybere oblast pomoci
obdelniku

7. CIRCLE MARQUEE = vybere oblast pomoci kruhu

8. ELLIPSE MARQUEE = vybere oblast pomoci elipsy

9. POLYGON MARQUEE = vybere oblast pomoci
mnohouhelniku

10. IRREGULAR MARQUEE = vybere oblast pomoci tazeni
cary

11. SELECT ALL = vybere celou oblast

12. DESELECT REGION = zrusi vybrané oblasti

m Motic Images Plus 2.0 ML
File | Edit Image Measure Modules Option Help

EK’)Undo il S ik e | W - By DS
o2t TVIDNGSR =BIBODELB(L TR
e Ctrl+%

Copy. Chrl+C

B2 Paste CErl+y

f:p Rectangle Marquee
C} Circle Marquee

:) Ellipse Marquee
w Polygon Marquee
% Irreqular Marquee
@ Select Al

Deselect region

Obr.c.18
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IMAGE [zobrazeni] :

[Z]Motic Images Plus 2.0 ML

File Edit | Image Measure Modules Option Help

|0 @ Adust Bl & -RED @ -P
T ] s »

o oo = 2 =
J— Gray Scale Sﬂ Q @ ‘ - ﬁr o
- QB Invert

ﬁlmageSize

Filter ’ ¥ - 3 o
%* User define filter i J{ + .

Obrazek ¢. 19

1. ADJUST [upravit]:
e Brightness/contrast [jas/kontrast]
e Hue/saturation [barva/sytost]

e Red/green/blue [€ervena/zelend/modra]

*} Brightness/Contrast

Mtk b EA HuefSaturation
i @ aray Scale @ Red/areenBlue
Obr. ¢. 20

2. MIRROR [zrcadlit]:
e Horizontal = horizontalni zrcadleni (vodorovné)
e Vertikal =svislé zrcadleni
e Rotate 90° = rotace o 90°

@ Gray Scale = Verkical

'EIE Inverk E Rotakte 90

Obr. ¢.21
3. GRAY SCALE = zobrazi v odstinech Sedi (¢ernobilé)
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INVERT [invertovat] = vytvofi negativ invertovat

IMAGE SIZE = zména formatu obrazu

FILTER

Blur [rozmazat] = rozmaze obraz

Smooth [vyhladit] =vyhladi pfechody

Sharp [zvyrazni]| = zvyrazni pfechody

Relief = vytvofi plasticitu obrazu

Grease = vytvoii dojem olejovych skvrn

Lithograph [kameno tisk] = vytvofi zrnitou strukturu obrazu
Mosaic [mozaika] = vytvofii obraz tvofeny z pixell
Strewgthen black region [posileni ¢ernych oblasti]

Weaken black region [oslabini ¢erné oblasti]

Filker L4 Blur

&} User define Filker Srnookh
Sharp
Relief

Grease

Lithograph

[Mosaic

Obr. ¢. 22

7. USER DEFINE FILTER [uZivatelska formulace filtru]
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MEASURE [méreni]

35

LINE = méii pomoci linky

RECTANGLE = méii pomoci obdelniku
CIRCLE = méfi pomoci kruhu

CIRCLE (3 points) = méti pomoci kruhu 3 body

ELLIPSE = méii pomoci elipsy
IRREGULAR = méfi pomoci tazeni ¢ary
. ANGLE = méfi pomoci thlu
. AUTO SEGMENT
10. CALIBRATION WIZARD [uzasna kalibrace]
11. CALIBRATION TABLE = kalibrace pomoci nadefinované

1
2
3
4
5. ARC = méfti pomoci oblouku
6
7
8
9

tabulky

[Motic Images Plus 2.0 ML =12 |

File Edit Image Measure Moddes Option Help

(DR Ew -5 E- - & - AEG- - uwe -2

v 3R D00 Wad =228 ceeliB|<- 78

Untitled_1 me

Caeturej? sfc

lArea : 0.00003Sgcm
erimeter : 0.02189 cn

Iintitled_1.bmp
o1
Radius : 0.00360 cm

larea © 0.000045gcm
FPerimater : 0.02262 crm|

usic:

Obr. ¢. 23




Po zméfeni se objevi tabulka, kde jsou riizné informace Po kliknuti pravym

tlacitkem se objevi nabidka. Ta umozni napiiklad zménit jednotku.

c1
Radius : 36.00000 crm
Ares o 4071,5041550cm
Ferimeter : 226.19447 cm

Obr. ¢. 24

MODULES [moduly]

1. DISTANT IMAGING SMARING [vzdalené snimani sdileni]

] Motic Images Plus 2.0 ML

File Edit Image Measure | Modules Option Help
J O = EER = 138 Distant Imaging Sharing - B
o te2B| 000 W ~R238008 L

Obr. ¢. 25

OPTION |[nastaveni]

1. SELECT LANGUAGE = vybér jazyka

] Motic Images Plus 2.0 ML

Fle Edit Image Measure Modules | Option Help ‘

DedREw s HEETTNF 6 ) - o -9

o « {BRR|IDOCDVREF =288 0de2LlB|aw -7
Obr. ¢.26
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Setting Language

Select Language IEninsh

French

aerman
Italian
Korean

HELP [napovédal

Obr. &. 27

1. HELP

2. LINEUPDATE ONLINE = online aktualizace

I | Motic Images Plus 2.0 ML
File Edit Image Measure Modules Cplion | Help

DS HRBE® ~ G| - &b b @ - 8
J"’:’ 4 By B |~=.1II O o Livellpdate Crline ;ﬁ_“ﬁ;ﬂ’—mﬂgw" - =
Obr.¢.28
Vétsina potiebnych funkcich je zobrazena na listé rychlé volby:
e dBdfwm-& @ -l & -HEP-ud-P
e dBR|DODWREE RS RACLLR(N-TH

Obr. ¢.29

Pro ziskani obrazkd a nahrdvek z kamery a mikroskopu musime

pouzit

nainstalovan program Motic Images Plus.
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3.4 Popis programu MC Camera 1.1

Setting [nastaveni]
1. Preview = nastveni rozliSeni
a) 1600 x 1200
b) 800 x 600
c) 400 x 300
2. Capture size = zachyceni formatu
a) default = zanedbani
b) 320 x 240 minimum a maximu je 1600 x 1200

4. Play = prehravani zZivych zabéra kamery, bez ukladani

5. Pause = pozasteveni prehravani

—Setkings
o apkure Size———
|sonxeoo =] || |Defaul =]

Flay Pause

Obr.¢.30

7. ADJUST [Upravit]

GAIN [zisk]

EXPOSURE [expozice]

SHARPNES [ostrost]

COLOR CORRECTION [uprava barev]

AUTO ADJUSTMENT [automatické nastaveni]
AUTO EXPOSURE [automatické expozice]

L A

- Fit to window = roztdhne obraz na celé okno
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- Keep ratio = zachova pomér stran obrazu

—adjusk
Gain | Il_
Exposure ! J IF
Sharpness T j IEI_
Color Correction rE—— IIII_
Aukn Adjuskment o Auto Exposure |
[ Fit To Window [T | Keep Ratio
Obr.¢c.31

- Capture = zachyti zabér kamery a otevie jej v Motic images plus 2.0,
ktery musi byt zaroveil zapnuty

- Autocap = automatické zachytavani (po celou dobu sepnuti)

- Video = nahravani zabéru kamery

- Advanced = pokrocilé nastaveni

- Help =napovéda

e

Ay
Capkure

)

AukbaCap

Yideo

Help

Obr.c¢. 32
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4. Vlastni méreni

Ukolem je pomoci mikroskopu, jehoZ soudasti je i kamera, zachytit a
zméfit dané preparaty (drat, vous, vlas, chmyfi, silny drat) nejprve pomoci
oka a poté porovnat s vysledky naméfené méficim okuldrem, kamerou a
pocitaCovym softwarem. Nesmime zapomenout zmeénit nastaveni kalibrace

v programu Motic images plus 2.0 ML.

K méteni je potfebné uziti mikroskopu, kamery, osobniho pocitace,

a preparati.

4.1 Uvod do mé¥eni

4.1.1 Pozorovani mikroskopem

A) Vyjmuti, pracovni setfizeni mikroskopu je vhodné provadét vzdy na
pevném a rovném pracovnim stole. Mikroskop se pfenasi tak, ze jej
uchopime za rameno.

B) Pro pozorovani je vhodnégj$i volit misto méné svétlé (zastinéni).
Pozorovani v uplné zatemnéné mistnosti se nedoporucuje.

C) Objektivy se do revolverové hlavice naSroubuji tak, aby pii protaceni
hlavici rukou postupné néasledoval po objektivu s niz§im zvétSeni
objektiv se zvétsenim vys$sim a tak vznikly logicky nasledné stupné
zvétSeni mikroskopu.

Objektivy jsou pracovné vyrovnané, takZze po pifesném zaostfeni
jednim z nich je obraz zhruba zaostien pro vSechny ostatni a je nutné
jej doostiit jemnym posuvem. Pfi stupfiovani zvétSeni zménou
objektivu je nutné dat pozor, aby v draze nastavovaciho,
zaménovaného objektivu, nestal ndhodou drzak preparatu nebo neni-
li preparat nevhodné tlust§i nez je volnd pracovni vzdalenost

objektivu.
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D) Je vhodné provadét kazdé pocinajici pozorovani pii nizké celkovém

zvétseni, tzn. s objektivy a okulary nizsiho zvétSeni.[7]

4.1.2 Pracovni podminky

Spravna a bezporuchovd funkce mikroskopli je zaruCena jen pfi

dodrzovani téchto pracovnich podminek:

A) S pristrojem se pracuje ve vnitinim laboratornim prostiedi. Teplota
pracovniho prostiedi nepfesahuje rozmezi od -5°C do 35 °C a
relativni vlhkost je maximélné 75% pro 20°C.

B) Atmosféra pracovniho prostiedi neobsahuje agresivni plyny nebo
rtutové para apod.

C) Piistroj je chranén pied prachem a zne€isténim, vlhkosti, nadmérnym
tepelnym(slunecnim) zatfenim, pfed mechanickym otfesy, razy

apod.[7]

4.1.3 Udaje o mikroskopu:
Celkova hmotnost piistroje v¢. obalu = 7,5kg
Stal: Podélny posuv stolu = 60mm

Pfi¢ny posuv stolu = 30mm

Achromatické objektivy standardné dodavané

zvétseni | Num. Apertura (N.A.) | Poznamka
4:1 0,10 Suchy
10:1 0,25 Suchy
40:1 0,65 Suchy,pérovy
100:1 1,25 Imerzni,pérovy
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Tabulka Celkového zvétseni

Zvétseni objektivu | ZvetSeni okularu 10x
4:1 40x
10:1 100x
40:1 400x
100:1 1000x
Méfici okular

Mérici okular

_
~

s mikrometrickym Sroubem

Vyménné objektivy

Stolek s preparatem

Vodorovny posuv preparatu

Osvétleni preparatu

=

—

Zaostfovaci Sroub
S jemnym posuvem
Vypinaé osvétleni preparatu Nastaveni intenzity osvétleni preparatu

Obr. ¢. 33: Schéma mikroskopu
4.1.4 Kalibrace:

A) Mé¥ici okular:

Kalibraci provedeme zjisténim, kolik dilki na stupnici méfticiho
okularu odpovidd celému poctu dilki na objektivovém mikrometru.
Z tohoto zjisténi ur¢ime jaké délce méfeného objektu odpovidé jeden dilek
meéficiho okularu. Pfi urCovani zvétSeni vychazime z poznatku, Ze

vzdéalenost mezi o¢islovanymi dilky okularu je 1 cm.
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B) Kamera:

Kalibraci provedeme pomoci miizky, u které vime ze 1 dilek ma
hodnotu 0,01 mm, tu poté zméfime a naméfené vysledky pievedeme na
skuteénou hodnotu méfeného preparatu. Hodnotami, které jsou na
obrazcich, budeme vzdy dé€lit naméfenou velikost preparatu, abychom

dostali skute¢ny rozmér preparatu.

'R,
MHLL : Tq ML1 ]
Eength : 0.0300 mm ength : 0.0290 mm
Obr.¢.34: Zvétseni 40x Obr. &. 35: ZvétSeni 100x

4.2 Vysledky

Jak uz bylo zminéno, jako preparaty jsme urcili drat, vlas, vous,
chmyfi, silny drat. Méfeni rozméru daného preparatu probéhlo dvakrat.
Nejprve znaéné subjektivnim méfenim pomoci oka (srovnani velikosti
vzorku pomoci kalibrovaného meéticiho kiize) a néasledné méfeni pomoci
kamery a softwaru motic. Po kazdém méfeni nasleduje  tabulka

S vyhodnocenymi daty.
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4.2.1 Méreni rozméru dratu:

vysledky namérené mericim okuldarem:
1.Skute¢na hodnota pti zvétseni 40x = 0,125 mm

2. Skutecna hodnota pii zvétSeni 100x = 0,09 mm

= IR .
4
ength : 0.2538 mm

Obr.¢.36: drat zvétSeny 40X Obr.¢.37: Drat zvétSeny 100x

Obr.¢.38 a 39: MOTIC piiblizeni

Vysledky namérené kamerou:
1. Skute¢nd hodnota pti zvétSeni 40x =0,0846 mm

2. Skutec¢na hodnota pti zvétSeni 100x=0,0860 mm
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Tabulka vyslednych dat méreni pro rozmér dratu

zvétSeni | Namérena | Prevedena Nam. Prev. rozdil
hodnota hodnota hod. hod.
okular Okular kamera kamera
40x 0,5mm 0,125mm 0,2538mm | 0,0846mm | 0,0404mm
100x 0,9mm 0,09mm 0,2496mm | 0,0860mm | 0,0040mm

4.2.2 Méreni rozméru VOUSU:

vysledky nameérené mericim okularem:

1. Skute¢na hodnota pfi zvétseni 40x= 0,175 mm

2. Skute¢nd hodnota pii zvétSeni 100x= 0,16 mm

MLl
ength : 0.4850 mm

Obr.¢.40: Vous zvétseny 40X

45

MLl
ength : 0.4900 mm

Obr.¢.41: Vous zvétseny 100x

Obrazky ¢. 42 a 43: Piiblizeni pomoci MOTIC




Vysledky namérené kamerou:
1. Skute¢na hodnota pfi zvétSeni 40x=0,1616 mm

2. Skutecné hodnota pii zvétSeni 100x=0,1689 mm

Tabulka vyslednych dat méreni pro rozmér vousu

zvétSeni | Namérena Prevedena Nam. Prev. rozdil
hodnota hodnota hod. hod.
okular Okular kamera kamera
40x 0,7mm 0,175mm 0,4850mm | 0,1616mm | 0,0013mm
100x 1,6mm 0,16mm 0,4900mm | 0,1689mm | 0,0089mm

4.2.3 Méfeni rozméru vlasu:
vysledky nameérené mericim okularem:
1. Skute¢na hodnota pti zvétSeni 40x= 0,05 mm

2. Skute¢né hodnota pii zvétsSeni 100x= 0,05 mm

\
|
\

| 4P L1
ength : 0.1284 mmj

MML1
ength : 0.1556 mm

Obr. €. 44: Vlas zvétSeny 40X Obr. ¢.45: Vlas zvétSeny 100x

Obrazky ¢. 46 a 47: Piiblizeni pomoci MOTIC
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Vysledky namérené kamerou:

1. Skute¢na hodnota pfi zvétSeni 40x=0,0518 mm

2. Skute¢né hodnota pti zvétSeni 100x=0,0442 mm

Tabulka vyslednych dat méreni rozméru vlasu

zvétSeni | Namérena | Pievedena Nam. Prev. rozdil
hodnota hodnota hod. hod.
okular okular kamera kamera
40x 0,2mm 0,05mm 0,1556mm | 0,0518mm | 0,0018mm
100x 0,5mm 0,05mm 0,1284mm | 0,0442mm | 0,0058mm

4.2.4 Méfeni rozméru chmyfri:

vysledky nameérené mericim okuldrem:

1. Skute¢né hodnota pti zvétSeni 40x= 0,025 mm

2. Skute¢né hodnota pii zvétSeni 100x= 0,02 mm

MMLL
ength : 0.0481 m

Obr.¢.48: Zvétseni 40x

MLl
ength : 0.0370 mm

Obr.¢.49: ZvétSeni 100x
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Obrazky ¢. 50 a 51: Ptiblizeni pomoci MOTIC




Vysledky namérené kamerou:

1. Skute¢na hodnota pti zvétSeni 40x=0,0160 mm

2. Skutecné hodnota pii zvétSeni 100x=0,0127 mm

Tabulka vyhodnocenych dat pro méreni rozméru chmyri

zvétSeni | Namérena | Pievedena Nam. Prev. rozdil
hodnota hodnota hod. hod.
Okular okular kamera kamera
40x 0,1mm 0,025mm 0,0481mm | 0,0160mm | 0,0090mm
100x 0,2mm 0,02mm 0,0370mm | 0,0127mm | 0,0073mm

4.2.5. Méreni rozméru silného dratu:
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vysledky namérené méricim okuldrem:

1.Skute¢nd hodnota pii zvétseni 40x= 0,85 mm

2.Naméfend hodnota okuldrem pii zvétSeni 40x=3,4 mm

L1
ength : 2.4242 mm

Obr.¢.52: ZvétSeni 40x

Obr.¢.53: Ptiblizeni pomoci MOTIC




Vysledky namérené kamerou:

1.Skutecné hodnota pii zvétseni 40x=0,8080mm

2. Namétena hodnota kamerou pii zvétSeni 40x=2,4242mm

Tabulka vyslednych dat méreni rozmeru silného dratu

zvétSeni | Namérena Prevedena Nam. Prev. rozdil
hodnota hodnota hod. hod.
okular Okular kamera kamera
40x 3,4Amm 0,85mm 2,4242mm | 0,8080mm | 0,0420mm
100x X X X X X

4.3 DalSi zajimava méreni

Tyto preparaty se nepodafilo na kamefe najit a pfesné¢ zméfit. Pfesto uvadim

vysledky, které se daly z méfeni ziskat:

Optické vlakno:
vysledky naméfené méticim okularem
1. Skute¢nd hodnota pti zvétSeni 40x= 0,25 mm
2 Skute¢na hodnota pti zvétSeni 100x= 0,23 mm
3. Skute¢na hodnota pti zvétsSeni 400x= 0,217 mm
Buzirka:
vysledky naméfené méticim okuldrem
1 Skute¢na hodnota pii zvétSeni 40x= 0,925 mm
2 Skute¢né hodnota pii zvétSeni 100x= 0,91 mm
3 Skute¢na hodnota pii zvétseni 400X= nezméieno
Ochranny prouZek na bankovce:
vysledky naméfené méticim okularem

1. Skute¢na hodnota pti zvétseni 40x= 5,5 mm
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5. Zavér

M¢éfeni pomoci kamery, kdy zachyceny obrazek métfeného preparatu
Ize ulozit a poté zpracovat v programu Motic image plus 2 je pro vlastni
méteni velkym pfinosem.

Lidské oko je nedokonalé a proto dochazi k chybam p#i méfeni. To
by se mélo pomoci kamery a programu zménit. Chyby by mély byt mensi.
Program také nabizi rGznd jind vyuziti. Lze s nim méfit, otaCet, menit
barevna zabarveni a je-li to potieba i rizné dalsi Gpravy. Protoze kamera ma
své nastaveni pevné, nelze s ni zachytit velka pfiblizeni. To lze vidét jiz pti
kalibraci, kdy se do obrazu nevesla tecka o velikosti 1,5 mm, proto jsou
zkoumané preparaty zvétSeny jen podle moznosti kamery. Kamera je také
citlivd na intenzitu podsviceni, které pouzijeme na mikroskopu, kdy pfi
vétsim podsvicenim se obraz ztraci. To je také divod, pro¢ se nepovedlo
napiiklad zachytit optické vlakno. U malého podsviceni zase splyne
S temnym prostiedim.

M¢éteni pomoci programu je velmi snadné, ale nesmime zapominat na
zménu nastaveni kalibrace podle toho jaké zvétSeni jsme pouzili pfi méfeni.
BohuZel se nam nepovedlo nékteré preparaty zméfit. VEtSi ¢ast preparatt
1ze méfit jen pii zvétSeni 40x a 100x.

Jak bylo zminéno, lidské oko je zna¢n¢é nedokonaly opticky ndstroj,
co se tyce rozliSovacich schopnosti, uz v oblasti fadové milimetru.
Vysledky méfeni této bakalaiské prace zminény vSeobecné znamy fakt jen
potvrdily. Rozdil mezi subjektivnim meéfenim pouhym okem a nasledné
pomoci kamery odhalily malé nepfesnosti, nejvétsi odchylka se pohybuje
fadové v setinach milimetru. Proto 1ze fici ze méfeni bylo uspesné.

Dale lze on-line meéfeni pouzivat k riznym pozorovanim. Jak je

mozné vidét v ptiloze, kde jsou obrazky fezii riiznych stromd.
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7. Prilohy

Borovice transverzalné - zvétSeni 40x a 100x
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T
l nth 0.2925 mm

Velikost pismena K pii zvétSeni 40x=0,0975 mm

Ochranny pas na bankovce pfi zvétSeni 40X



