4 darbas
MIKROSKOPAS

UZduotys

1. Nustatyti mikroskopo objektyvo didinima.

2. ISmatuoti mazo objekto matmenis.

3. Nustatyti objektyvo skaiting apertiirg ir apskaiciuoti skyros verte.
4. ISmatuoti stiklo ltzio rodiklj.

Teorija

Mikroskopas yra optinis prietaisas, sukuriantis mazy objekty padidintg atvaizdg
(arba — didinantis maZzo objekto regéjimo kampa). Normali Zmogaus akis geriausio
regéjimo atstumu (D = 250 mm) gali i$skirti smulkiaja struktirg, sudarytg i$ linijy arba
tasky, jei gretimi struktiiros elementai yra ne mazesniu kaip 0,08 mm atstumu. Tacéiau
daugelio objekty (bakterijy, smulkiy kristaly, metaly mikrostruktaros ir t. t.) matmenys
yra gerokai mazesni. Tokie objektai tiriami jvairiy rusiy mikroskopais. Mikroskopu
nustatoma mazy objekty forma, matmenys ir cheminé sandara. Optiniu mikroskopu
galima skirti strukttiros elementus, kuriy tarpai yra iki 0,25 pm.

Tarkime, kad daikta PQ apsviecia apsvietiklis A pro kondensoriy K (4.1 pav.)

"

4.1 pav. Mikroskopo optiné schema

Mikroskopo objektyvas Ob sukuria tikrgjj, apverstg ir padidintg daikto PQ atvaizda
P'Q’. Sis atvaizdas matomas pro okuliarg Ok, kuris geriausio matymo nuotolyje
sukuria tariamg atvaizdg P"Q”. Bendrasis mikroskopo didinimas lygus objektyvo
didinimo Vo ir okuliaro didinimo Vo sandaugai:

V = Vop-Vok ;
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¢ia Vob = A /fon (A — atstumas nuo galinés objektyvo Zidinio plok$tumos iki atvaizdo
P'Q" plokStumos, t. y. optinis mikroskopo tubuso ilgis, fop — objektyvo Zidinio
nuotolis); Vok = D/fok (fox — okuliaro Zidinio nuotolis; D — geriausio matymo nuotolis).
Tada bendrasis mikroskopo kampinis didinimas reiSkiamas taip:

V= 4250 .
fob fok

Mikroskopas yra sudétinga optiné sistema ir joje sklindantys $viesos pluosteliai
ne visada yra bendracentriai. Dél to daikto atvaizdas gerokai iSkraipomas, pasireiskia
aberacijos. Taciau kai tenkinama Abés (Abbe) sinusy salyga

nysinu=n’y sinu’

(¢ia n ir n" — daikto ir atvaizdo terpiy laZzio rodiklis, Y ir Y’ — mazy daikto ir atvaizdo
atkarpy ilginiai matmenys, U ir U’ — apertiros kampai), tada yra tokios plokStumy
poros, kurioms gaunamas plokStumos elementy atvaizdas be aberacijy. Tokia jungtiny
plokStumy pora vadinama aplanatiniy plokstumy pora. Taigi mikroskope ryskus
daikto atvaizdas sukuriamas tada, kai daiktas yra mikroskopo optinés sistemos
aplanatiniame taSke. Jis yra labai arti priekinio sistemos zidinio.

Svarbus mikroskopo parametras yra jo skiriamoji geba, kurig lemia $viesos
difrakcija ir priklauso nuo objektyvo skaitinés apertiros ir $viesos bangos ilgio.
Nykstamojo $vieciancio tasko atvaizdas dél difrakcijos yra Sviesus skritulys, apsuptas
keliais Sviesiais ir tamsiais ziedais. Pirmojo Sviesaus Ziedo apSvieta sudaro 1,75 %
skritulio ap$vietos. Skritulio skersmuo d =1,22 A/A; ¢ia A yra objektyvo skaitiné
apertura '

A=nsinu;

¢ia N—terpés tarp daikto ir objektyvo luzio rodiklis, U— apertiros kampas (pusé
kampo tarp Sviesos pluoSto kiigio krastiniy spinduliy, sklindanciy i§ objekto
mikroskopiniy elementy ir patenkanciy i objektyva) (4.5 pav.). Kai SvieCiantys
elementai yra arti vienas kito, jy difrakciniai atvaizdai Srio
dengia vienas kita, ir susidaro sudétingas apSvietos
skirstinys (4.2 pav.). Maziausias kontrastas, kurj dar
galima matyti plika akimi yra 4 %. Tada maziausias
atstumas tarp dviejy SvieCian¢iy tasky, kur] galima
i§skirti mikroskopu, lygus:

s, =0,42d = 05124 = 214
A

nsinu 4.2 pav. Ribinis apsvietos skirstinys
dviejy artimy tasky atvaizde
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Abés iSplétota klasikiné teorija pateikia tokig atvaizdo susidarymo sampratg. Jei
objektas yra plokscioji gardele PQ (4.3 pav.), tai | jg krintantis lygiagreciy spinduliy
pluostelis difraguoja ir galinéje objektyvo Zidinio ploksStumoje susidaro keliy eiliy
(....—2,-1,0,1,2,...) difrakciniai spektrai. Skirtingy spektro eiliy spinduliai
plokstumoje P'Q’ tarpusavyje interferuoja ir sukuria gardelés atvaizda. Sis atvaizdas
yra tuo labiau panasus j objekta, kuo daugiau pereina difrakcinio spektro harmoniky

4.3 pav. Atvaizdo sukiirimo schema pagal Abe

pro objektyvo aperturing diafragma ab. Kad susikurty atvaizdas, reikia ne maziau kaip
dviejy eiliy spektry.

Abé jrodé, kad maziausias atstumas tarp dviejy savaime nesvieCianciy tasky, dar
i§skiriamy mikroskopu, nusakomas formule:

A
Sib = v A
A+ A,

¢ia Ar ir A2 — mikroskopo objektyvo ir kondensoriaus skaitiné apertira. IS Abés
teorijos iSplaukia, kad norint iSskirti dar smulkesng¢ strukttrg reikalinga didesné
apertiira, kadangi kuo smulkesné struktiira, tuo didesnis difragavusiy $viesos spinduliy
kampas. Ribiné skiriamoji geba gaunama esant jstrizai apSvietai. Objektyvo skaiting
apertiirg galima padidinti erdvéje tarp daikto ir objektyvo naudojant vadinamajj
imersinj skystj. Didelio didinimo imersiniy objektyvy skaitiné apertira A ~ 1,3.

Nustatyta, kad esant didziausiai mikroskopo skiriamajai gebai, atstumas tarp dar
i§skiriamy atvaizdo tasky lygus (0,3 + 0,6) um. Tai atitinka mikroskopo didinima
500A + 1000A (vadinamas naudinguoju mikroskopo didinimu). Kai didinimas
didesnis uz 1000A, stebint vizualiai neisrySkéja naujy struktiiros smulkmeny.

Mikroskopu norint sukurti kontrastingus ir tolygiai ap§viestus atvaizdus, svarbu
parinkti apS$vietiklio sistemos konstrukcijg. Ji turi kreipti spindulius taip, kad
kiekvienas spinduolio taskas vienodai paveikty visus regéjimo lauko taskus, dél to ir
susidaro tolygi lauko ap$vieta.
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Objekty stebéjimo metodai yra jvairiis, priklauso nuo tiriamojo bandinio
pobtidzio. Bandinio struktira pro mikroskopa matoma tik tada, kai atskiros jo dalelés
skiriasi viena nuo kitos (arba nuo supanciosios terpés) Sviesos sugertimi, atspindziu
arba liiZio rodikliu. Naudojami Sie steb¢jimo metodai: Sviesaus lauko metodas, tamsaus
lauko metodas, ultramikroskopijos metodas, stebéjimo metodas poliarizuotoje Sviesoje,
fazinio kontrasto metodas, interferencinis metodas, mikrofotografijos metodas ir kt.

Tyrimas
1. Objektyvo didinimo nustatymas

Mikroskopo ilginis didinimas nustatomas naudojat objektg — mikrometring skale,
kuri dedama ant mikroskopo stalelio 8 (4.4 pav.), ir okuliarinj mikrometra, kuris

4.4 pav. Mikroskopo Motic B1 bendras vaizdas

1 — okuliaras, 2 — dioptrinis korektorius, 3 — biokuliaro laikiklis, 4 — objektyvy revolveris, 5 —
objektyvas, 6 — stiklelio laikiklio sraigtas, 7 — stiklelio laikiklis, 8 — stalelis, 9 — kondensorius,
10 ir 11 — mikrosraigtai, 12 — stalelio reguliavimo sraigtai, 13 — tinklo jungiklis, 14 — $viesos
intensyvumo reguliatorius, 15 — diafragmos reguliavimo rankenélé, 16 — filtry laikiklis
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jdedamas | okuliaro vamzdj. Sukinéjant okuliarg nustatomas ryskus siiily sankirtos
(kartu ir dvigubo indekso bei skalés) atvaizdas. Po to sufokusuojamas mikroskopo
tubusas, sukinéjant mikroskopo makrosraigta 10 ir mikrosraigta 11 taip, kad matytysi
rySkus mikrometrinés skalés atvaizdas. Mikrometrinéje skaléje stebima keletas padaly,
uziman¢iy mazdaug 2/3 regéjimo lauko. Sukant okuliaro mikrometro sraigta
sutapdinamas sitilly sankirtos taskas su mikrometrinés skalés atvaizdo pradiniu
briik$neliu ir uZzraSomas okuliaro mikrometro skalés rodmuo a; pagal okuliaro regéjimo
lauke matoma nejudamga skalg, kurios padalos verté yra 1 mm, ir okuliaro mikrometro
bligno padalas (padalos vert¢ 0,01 mm). Pasukus mikrometro biigng 360° matymo
lauke esantis dvigubas briik§nelis paslenka viena padala (t.y. 1 mm). Milimetro dalis
rodo biigno padaly skaicius.

Sukant okuliaro mikrometro sraigtg toliau, sutapdinamas sitily sankirtos taskas
Su Zz-osios padalos bruksneliu ir uZraSomas rodmuo az. Mikroskopo objektyvo
didinimas

a, &

V, =———;
ob Z-k

¢ia K — mikrometrinés skalés padalos verté (k = 0,01 mm).

2. Objekto matmeny matavimas

Ant mikroskopo stalelio 8 dedamas tiriamasis bandinys. Mikroskopo tubusas
(sraigtais 10 ir 11) fokusuojamas taip, kad pro mikroskopo okuliarg matytysi rysSkus
bandinio struktiiros atvaizdas. Sukant okuliaro mikrometro biigna sutapdinamas siiily
sankirtos taskas su matuojamojo mikroobjekto atvaizdo krastais ir uzraSomi rodmenys
b1 ir bz. Tada bandinio ilginis matmuo

_ bz _bl .

I ’
Vob

¢ia Vob — mikroskopo objektyvo ilginis didinimas.

3. Objektyvo skaitinés apertiiros nustatymas

Ant mikroskopo stalelio 8 dedama ploksteleé p (4.5 pav.) su maza skylute ir
mikroskopo tubusas fokusuojamas taip, kad ryskiai matytysi skylutés atvaizdo krastai.
ISimamas apSvietimo kondensorius 9 (4.4 pav.) ir apacioje ant apSvietiklio dedama
liniuoté K. I8 okuliary laikiklio 3 i$traukiamas okuliaras ir Zitirima j sumazintg liniuotés
atvaizdg. Nustatoma matoma liniuotés atkarpa |, uzimanti visg regéjimo lauka, ir
atstumas h nuo liniuotes iki plokstelés. Jei terpé tarp objektyvo ir plokstelés yra oras
(n = 1), tai mikroskopo objektyvo skaitiné apertiira apskai¢iuojama pagal iSraiska:
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|
2./h2+(1/2)2

NustaCius skaiting apertirg A galima jvertinti
mikroskopo objektyvo skiriamgja geba. SkaiCiuojama
skyros verté:

A=nsinu=

k
s=0517 | ! ‘
A

4.5 pav. Objektyvo skaitinés

ey e apertaliros nustatymo schema
Baltgjai $viesai 4 = 550 nm. P 4

4. Stiklo luzio rodiklio matavimas

Tarkime, kad taskas P yra terpéje, kurios lazio rodiklis n (4.6 pav.). Iséjes i§ tasko
P spindulys taske B luZta ir nutolsta nuo statmens. Stebétojui atrodo, kad spindulys
sklinda i§ tasko C. IS trikampiy ACB ir APB reiskiama: AB = AC tang = AP tana.. I8

éia

AP tanB sing cosa n C0sa
AC tana cosp cosp cosp

Kadangi stebima beveik statmengja kryptimi, tai

dalmuo (cosa/cosf ) ~1. Tada

AP

“AC 4.6 pav. Spindulio sklidimas
stiklo ploksteléje

n

Norint Sia iSraiSka panaudoti stiklo plokstelés

luzio rodiklio nustatymui, reikia ant mikroskopo stalelio padéti poliruota plokstele su
zymele pavirSiuje. Mikroskopas fokusuojamas | ta Zymele (taskas P, 4.6 pav.) ir
uzraSomas mikrosraigto rodmuo P. Po to ant virSaus dedama tiriamoji plokstelé su
zymelémis abiejuose pavirSiuose. Mikroskopas fokusuojamas j apating tiriamosios
plokstelés zymele (taskas C) ir uzraSomas mikrosraigto rodmuo C. Po to mikroskopas
fokusuojamas j virSuting Zymele (taskas A) ir uzraSomas mikrosraigto rodmuo a. Tada
AP =a—p, AC=a-—c ir tiriamosios plokstelés luZio rodiklis skai¢iuojamas pagal
formulg:
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