Laborator pripravy nano a mikromateridlt

Opticka (svételna) mikroskopie - [OM]

(Charlie Maslen, Jindfich Kropdcek)

1. Uvod

Opticka (svételnd) mikroskopie je jednoducha zobrazovaci metoda, ktera nachazi Siroké
uplatnéni v prlmyslovych, vyzkumnych a klinickych laboratofich pravé pro svou relativni
nenarocnost na pristrojové vybaveni a snadné ovladani. Slouzi pro zobrazeni a hlavné zvétseni
(pfiblizeni) Sirokého spektra barevnych i nebarevnych materidld (rostlinné a Zivocisné buriky,
horniny, vlakna, polymery, stavebni materialy, rizné |ékové formy atd.). Ddle se mlze vyuZivat
napfiklad v mikrofluidice nebo pfi sledovani pohybu ¢astic v kapaliné.

2. Teorie

Opticky mikroskop umoziuje rozeznat struktury, které nejsou viditeIné pouhym okem.
Sklada se z osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla, kondenzor, clona), mechanické ¢asti (podstavec, stojan
a stolek s kfizovym posunem) a optické ¢asti - objektivi a okuldri (monokular nebo binokular).
Klasické mikroskopy maji sadu objektivi nad vzorkem, ovSem existuji také tzv. invertované
mikroskopy, které maji objektivy pod vzorkem, ty jsou vhodné hlavné pro pozorovani biologickych
vzork(l, napf. bunécnych kultur. K zobrazeni se vyuZiva viditelna ¢ast spektra (o vinové délce 420
— 760 nm). Svételny mikroskop umoznuje zvétsit obraz vzorku az tisickrat a rozlisit detaily az
na urovni 0,2 um. Toto omezeni je dano vinovou povahou svétla, tedy ani v pripadé pouziti
kvalitnéjsich ¢i vétsich Cocek se rozliSovaci schopnost nezlepsi. Pro kvalitni zobrazeni preparatu je
potfeba, aby jim prochazelo svétlo, které se dale soustfedi na vzorek pomoci kondenzoru a
pfi pouziti vhodné kombinace ¢ocek se obraz zaostfuje na Uroven oka. Objektiv tvofi soustava
Cocek s velmi kratkou ohniskovou vzdalenosti, ktera vytvari skutecny, prevraceny a zvétSeny
obraz objektu, ten se promitd mezi ohnisko okuldru a okular. Okularem je pak tento obraz
pozorovan zdanlivé zvétseny. Vysledny obraz je tedy zdanlivy, zvétSeny a prevraceny.

RozliSovaci schopnosti mikroskopu se rozumi vzdalenost dvou bod( (a), které mikroskop
zobrazi jako dva samostatné body. Je dana zarenim, kterym objekt osvétlujeme, a vlastnostmi
objektivu. Obecné plati, Ze neni mozné rozlisit body bliz$i neZ polovina vinové délky zareni (A).
Minimalni vzdalenost, kdy Ize rozlisit dva body se pak spocita jako

0,61.4
" nsin (a) (1)
kde n je index lomu prostiedi pred objektivem a a je polovina otvorového Uhlu kuzele paprskd,
které mohou vstoupit do objektivu. RozliSovaci schopnost mikroskopu je také omezena
mnozZstvim svételnych paprsk(, které mohou vstoupit do objektivu (svételnosti).
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Numericka apertura (NA) je jedna ze zakladnich charakteristik objektivu a jeji hodnota je

vvvvv

které prochazeji objektem

NA = n.sin(a) (2)

ZvétSeni (Z) svételného mikroskopu je nasobkem zvétSeni objektivu a okularu

Z= d/fobjektiv . 250/foku|a’r, (3)

kde d je délka tubusu (vzdalenost objektivu a okularu; délka tubusu je obvykle kolem
170 mm) a f je ohniskova vzdalenost. VétSinou se misto ohniskové vzdalenosti na objektivech a
okuldrech uvadi pfimo jejich zvétSeni. Maximalni uZite¢né zvétSeni tedy zdavisi na rozliSovaci
schopnosti objektivu a rovna se asi tisicindasobku NA.

Opticky mikroskop umoznuje méfit s nékolika riznymi kontrastnimi metodami. Mikroskop
pouZzivany v této uloze nabizi nasledujici metody:

Svétlé pole (Bright Field, BF): Zobrazeni preparatd ve svétlém poli patfi mezi zakladni a
nejjednodussi zobrazovaci metody. Svétlo prochazi vzorkem nebo je od néj odraZzeno, pfi tom
nejsou ménény jeho vlastnosti pouzitim polarizacnich nebo jinych filtr(. Pouziva se u barevnych
nebo pfirozené pigmentovanych preparatl s vysokym kontrastem.

Tmavé pole (Dark Field, DF): Zobrazovani vzorkd v tmavém poli zvySuje kontrast
snimaného objektu, a proto je vhodné pro prihledné nebarevné preparaty, napr. Zivé bunky.
Mikroskopovani v tmavém poli je umoZnéno blokaci stfredového svételného paprsku, vznika duty
kuzZel svétla, ktery prochazi spiSe okolim kuzelu neZ kuzelem samotnym. Je idedIni pro zobrazeni
obrysQ, hran, hranic a gradientu indexu lomu, ale nepodava obsahlé informace o vnitfni strukture
vzorku.

Polarizator: Linedrni polarizacni filtr propousti jen svétlo kmitajici v jedné roving, tzv.
polarizované svétlo. VétSina pevnych latek mda optické vlastnosti, které méni orientaci
dopadajiciho polarizovaného svétla. Toho je vyuzivano pro zjisténi informaci o strukture a slozeni
materiadlu, napf. sferulity u polymer(, sloZzeni materidli nebo anizotropnich systém0 (pficné
pruhovany sval, minerdly, Skrobova zrna).

Diferencialni_interferencni_kontrastni_mikroskopie (DIC): DIC mikroskopie je technika
fazového kontrastu, kterd vyuzivd zmén v indexu lomu pro zviditelnéni prahlednych struktur.
Spociva ve vyuziti gradientu zmény délky optické drahy, ktery poskytuje vysoky kontrast a efekt
zobrazeni ve 3D. Zobrazenim preparatu pomoci technikou DIC je kontrast tvoren vyhradné
optickymi jevy. DIC je ideadlni pro nebarvené Zivé vzorky, napf. bunécné kultury, embrya atd. Je
nutno ho pouzivat v kombinaci s polarizatorem.

Fluorescencéni mikroskopie: Ozarenim fluoreskujicich latek svétlem o patficné vinové délce
dojde k jejich excitaci a k naslednému ndvratu na plvodni energetickou hladinu. Tento navrat
doprovazi emise fotonu o vyssi vinové délce, nez byla ta excitacni (diky ¢astecné ztraté energie).




Laborator pripravy nano a mikromateridlt

Emitované zareni je pak detekovano. Tato technika je vyuZivana predevsim v mikrobiologii pro
pozorovani proteini nebo nukleovych kyselin.

2.1. Velikost castic a tvarové faktory

Castice jsou velmi malé &asti hmoty s charakteristickymi vlastnostmi (velikost, hmotnost,
elektricky naboj atd.). A pravé velikost je jednim z nejdllezitéjSich parametrd, ktery se u ¢3stic
urcuje. Mirou velikosti ¢astic je linedrni rozmér neboli délka [m]. Velikost je tedy jednoznaéné
definovana pro kulovité &astice, které odpovidaji priiméru (resp. poloméru). Castice maji malokdy
kulovy tvar, proto se u nich urcuji tzv. tvarové faktory. To jsou odvozené prumeéry, které jsou
ur¢eny mérenim vybrané vlastnosti zavislé na velikosti Castic a vztaienim této vlastnosti
na vybranou linedrni dimenzi. Nejéastéji se pouzivaji ekvivalentni prdméry rlznych typd (napf.
objemovy, povrchovy nebo hydrodynamicky ekvivalentni primeér).

Pro charakterizaci tvaru a velikosti ¢astic miZzeme pouzit sitovou analyzu, metody
zalozené na ohybu a rozptylu svétla (laserova difrakce, dynamicky rozptyl svétla) nebo
mikroskopické metody s uZitim obrazové analyzy. PFi pouziti optické mikroskopie se pro vyjadreni
priméru disperznich ¢astic nepravidelného tvaru nejCastéji pouzivaji ekvivalentni primér,
Martin(v a Feret(v primér.

Ekvivalentni prameér je roven priméru kruhu o stejné plose jako je plocha pramétu
sledované castice (Obr. 1a).

Martinlv priimér je roven délce Cary, ktera puli plochu primétu disperzni ¢astice. Smér,
kterym je vedena délici ¢ara, je libovolny, ale musi byt stejny u vSech promérovanych c¢astic
(Obr. 1b).

FeretQv primér je roven vzdalenosti bodd, v nichZ se dvé paralelni te¢ny dotykaji obvodu
primétu ¢astice. Smér, kterym jsou vedeny tecny, musi byt stejny u vSech promérovanych ¢astic
(obr. 1c).

v, loacl
@@ ® .

Obr. 1: Znazornéni definice a) ekvivalentniho prliméru; b) Martinova priiméra
a c) Feretova primeéru castic.

a)

2.2. Sferulity
Sferulity (Obr. 2) jsou sférické semikrystalické regiony uvnitf nerozvétvenych linedrnich
polymer(. Vznik sferulitd je ovlivnén nékolika parametry, napf. poctem nukleacnich mist,
strukturou polymerniho fetézce, rychlosti chlazeni taveniny atd. Mohou byt veliké od nékolika
mikrometrd az po milimetry. Sferulity se skladaji z vysoce uspofadanych lamel a diky tomu maji
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semikrystalické polymery vyssi hustotu, tvrdost a kiehkost nez neusporadané amorfni polymery.
Ve vzorku polymeru mohou byt pozorovany optickym mikroskopem za vyuZiti polariza¢niho filtru.

Obr. 2: Sferulity v polyethylenglykolu zobrazeny v polarizovaném svétle.

3. Cil prace

Vypocitejte distribuci velikosti kiemicitych ¢astic. Stanovte ekvivalentni a Feretlv pramér
Castic nepravidelnych tvar(. Uréete rovnéz jejich kruhovitost a v zavéru okomentujte namérené
vysledky.

4. Popis zarizeni

4.1. Mikroskop Nikon ECLIPSE Ti2-U

V laboratofich je k dispozici opticky mikroskop Nikon ECLIPSE Ti2-U (Obr. 3), ktery
disponuje sirokou fadou moZnosti nastaveni a zobrazeni preparatd. Sestava se z binokularu, sady
vyménnych objektivli pro zvétseni (4X, 10X, 20X, 40X a 100X). Mikroskop ma posuvny pracovni
stolek v osach XYZ, pficemz osy XY mohou byt motorizované, episkopické osvétleni (200W rtutova
lampa), kostky s filtry pro epifluorescen¢ni snimky, cernobilou kameru, kterd mize prenaset obraz
do programu IC Capture. Vzorek Ize sledovat bud pomoci binokuldru, nebo kamerou, nikoli viak
oboje soucasné.
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zdroj diaskopickeho osvétleni

- zaostieni kondenzoru

okular
_ kondenzor s clonou

_ otocny zasobnik s objektivy

/dona EPI iluminace

zasobnik kostek s filtry

= A port pro kameru

' ¥ .4 —!’— pohyb v osdch XY
. \ pohyb v ose 7 (zaostfovani)

prepinani mezi

kamerou a okulérem\

~h\‘\

"

Obr. 3: Schéma mikroskopu Nikon ECLIPSE Ti2-E s popiskami jednotlivych komponent.

4.2. IC Capture

IC Capture je software slouzici k pozorovani obrazu, snimani obraz(i, snimani sekvence
obrazl nebo videa. Umoziuje zdkladni funkce jako je sejmuti obrazu, jeho ulozeni, nastaveni
kamery, ROI (oblast ve které je obraz zaznamendvan) atd. Dale umozZnuje nastaveni doby
expozice, automatickou expozici, gain, nastaveni jasu, kontrastu, ostrosti, gama korekce atd.
Umoznuje nastavit rozliSeni, bitovou hloubku obrazu, pfipadné FPS snimaného videa nebo
sekvence. Na Obr. 4 je zobrazeno zakladni pracovni rozhrani. Stejné moznosti ovladani softwaru
jsou jak v klasickém menu, tak zndzornény ikonami v prikazové listé.
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Obr. 4: Pracovni plocha IC Capture.
4.3. IC Measure
IC Measure je software slouzici podobné jako IC Capture ke snimani obrazu, videa nebo
sekvence snimku. Dale umoznuje méreni délek, ploch a uhli jak Zivého, tak statického obrazu.
Tato data pak mohou byt exportovéna v podobé tabulky ve formatu .csv.
4.4. Imagel
Imagel je software slouZici ke zpracovani a analyze obrazu. Umoznuje zakladni editace jako
napriklad ofiznuti, otaceni, preklapéni, zoom. Je mozné jej vyuzit k méreni délce usecek a uhld.
Dale umoznuje Upravy jasu, kontrastu, prevod barevného obrazu na ¢ernobily, prevod sekvence
skent do 3D objektu. Funkce prahovani umoznuje vybér rozsah stupn Sedi, které budou v binarni
vrstvé Cerné a které bilé. UzZite¢né operace s binarnim obrazem jsou pak Eroze, Dilatace, Otevieni
a Uzavreni.

Zakladni prehled funkci:

Soubor: UloZeni, Otevreni, Import/Export Obrazu.

Obraz: Kontrast, Otocit, Prevratit.

ROI (Region of Interest) — urceni oblasti v obrazu, ze kterého bude bran signal.

Prahovani urcuje, které pixely budou a které nebudou zahrnuty do binarni vrstvy a tim zdroven,
které ¢asti snimku budou analyzovany. Prahovany obraz se spravuje fadou Ukon( pod zdlozkou
Binarni.
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Binarni: Otevieni, Uzavreni, Eroze, Dilatace, Vycisténi, Vyhlazeni aj.

Méreni: Provést méreni (pokyn pro zméreni objekt(), Pfiznaky pro méreni objektd (vybér
mérenych parametr().

Makro: je funkci, kterda umozini k nastaveni sledu funkci, aby uZivatel nemusel tyto funkce
nastavovat pro kazdé méreni zvlast.

Eroze: smrstuje vnéjsi a vnitini hranice ¢ernych ploch o velikost jednoho pixelu

Dilatace: presny opak eroze — hranice ¢ernych ploch tedy rozsifuje

Otevreni: funkce ekvivalentni Erozi a nasledné Dilataci — cilem je zvétSeni mezer mezi nevhodné
se prekryvajicimi ¢asticemi

Uzavieni: funkce ekvivalentni Dilataci a nasledné Erozi — spojuje sousedici Castice, které maji
nevhodné mezery

Analyze particles: méfi ¢erné castice bile oddélené

Uzite¢né rady
1. Pro sprdvné méreni rozmér(, je nutné mit zaskrtnuté spravné zvétseni v programu IC
Measure, které odpovida pouzZitému objektivu pri snimani obrazu. V programu Imagel je

pak nutné zadat velikost pixelu v zdloZce Analyze -> Set scale (pokud chceme pouzit stejné
méritko pro vice obrazl, je tfeba zaskrtnout moznost Global)

3. Vsechny snimky musi mit vloZzené spravné méfitko.
4, Na vSechna snimani budete pouzivat svétlé pole (BF) nebo fluorescenci.
5. Nelze vyhodnocovat predméty, které se dotykaji kraja.

5. Postup prace

5.1. Distribuce velikosti ¢dstic
Zapnéte napajeni mikroskopu (v zadni ¢asti nosné konstrukce vedle napdjeciho kabelu) a
spustte program IC Measure (zastupce na plose nebo na listé). Na podlozni sklicko naneste vzorek
a peclivé jej rozprostrete. Vlozte vzorek na pohyblivy stolecek a zaostfete na hladinu ostrosti pfi
nejmensim zvétSeni (4X). Na vzorek se nejprve podivejte binokuldry mikroskopu, poté pouzijte
kameru pro jeho zobrazeni na monitoru vIC Measure. Pro prepinani mezi mikroskopem a
kamerou se pouzivd oto¢ny knoflik v pravé dolni ¢3asti téla mikroskopu (viz Obr. 3 vlevo dole).
V programu IC Measure stisknéte tlaCitko Microscope a nastavte zvétSeni které pouzivate.
Nasledné kliknéte na Measurement, 3-Point Circle a zmérte velikosti ¢astic. Pokud budete ménit
velikost pouZitého objektivu, je potfeba zménit méritko. Pro obrazovou analyzu budete
zpracovavat minimalné 100 ¢3astic. Nakonec namérend data exportujte ve formatu .csv.
5.2. Cdstice nepravidelného tvaru
Pfi zobrazovani castic nepravidelného tvaru postupujte jako v predchozi uloze.
Vyhodnocovat budete 10 ¢astic pisku. Nejprve ¢astice nasnimejte v programu IC Capture (Capture
—Save Image). Pro vyhodnoceni snimk(l zapnéte program Imagel a otevrete je pretazenim na listu
nebo kliknutim na File — Open. Snimek poté muzZete ofiznout na oblast, ktera vas zajima nepfriklad
obdélnikovym vybérem a mozZnosti Image — Crop. Déle je potieba prevést snimek na Binarni
kliknutim na Process — Binary — Make Binary. Pokud chcete upravit prahy ¢erné a bilé, kliknéte
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na Image — Adjust — Threshold. Nasledné oddélte prekryvajici se ¢astice opakovanymi operacemi
Erode a Dilate, pokud se ¢3stice prekryvaji moc, oddélte je ruéné pixelovym perem s bilou barvou.
Nasledné vyplnte mezery — Process — Binary — Fill holes. MoZnosti toho, co chcete méfit jsou
v zaloZce Analyze — Set measurements, kde zvolite Area, Perimeter a Feret diameter. Méreni pak
provedete kliknutim na Analyze — Analyze particles. Nasledné se zobrazi okno, kde muzete
nastavit rozsah velikosti méfenych ¢astic (napfiklad od 1000 px?), cirkularitu analyzovanych &astic
(0-1 jelikoz jde o ¢astice nepravidelného tvaru). Dale zvolite Show: outlines, abyste vidéli obrysy
meérenych Castic, zaskrtnete display results a exclude on edges. Tabulku vyexportujeme do Excelu
pro dalsi zpracovani. Vysledna tabulka by méla obsahovat plochu, ekvivalentni primér,
kruhovitost, Max. Feret a Min. Feret.

6. Zpracovani vysledkd

1. Distribuce velikosti castic: ilustrativni obrazek véetné méritka a popiskd, tabulka s
namérenymi daty, grafické zobrazeni distribuce (histogram) - min. 100 castic
2. Céstice nepravidelnych tvar(: ilustrativni obrazek véetné méfitka, tabulka s namérenymi

daty, vysledny primérny tvarovy faktor (Ekvivalentni a FeretQv priimér).

7. Bezpecnostni pokyny

1. Mikroskop lze zaclit pouzivat aZ po proskoleni laborantem.

2. Nepriblizujte se vzorkem tésné k objektivu, mizZete ho poskodit.

3. Ujistéte se, zda pfi nastavovani objektivu s vétsSim zvétSenim, nemUze vzorek v dlsledku
jeho vysky poskodit objektiv.

4, Obecné: se vSsemi soucastky mikroskopu zachazejte opatrné, nikoli hrubou silou.

8. Kontrolni otazky

Na jakém principu funguje opticka mikroskopie?

Jaké dalsi typy mikroskop( znate?

Které typy vzork( Ize zobrazit na optickém mikroskopu a do jakého zvétseni?
Cim je dano maximalni zvétseni optického mikroskopu?

Co jsou to sferulity a u jakého materialu je najdeme?

Vysvétlete pojem numericka apertura. Jaky ma vliv na zvétSeni preparatu?
Co je to ekvivalentni primér a jak ho uréime?

Které dalsi priméry znate?

Jaké zndte kontrastni metody optickych mikroskop(?

Jaké jsou cile této ulohy?
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