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Vybrane laboratorni opticke metody

« Spektrofotometrie — praktika
« Refraktometrie — praktika
» Polarimetrie — praktika

* Mikroskopie — dnesni prednaska




Metody mikroskopie

Lidske oko ma rozlisovaci schopnost jedne obloukove
minuty, coz odpovida pri pozorovani ze vzdalenosti 25
cm bodum vzdalenym od sebe zhruba 0,07 mm.

Pouzitim lupy lze tuto vzdalenost zmensit radove
desetkrat, coz vsak stale neumoznuje studovat
mikrostrukturu zive hmoty.

Prvni mikroskop zkonstruovali koncem 16. stol. v
-Holandsku, v r. 1650 zdokonalen Anthony van
_euwenhoekem (1632-1723).

Dalsim meznikem mikroskopie byla konstrukce
elektronoveho mikroskopu ve 30. letech 20. stol.
Rozlisovaci schopnost se posunula az na uroven
molekul a dnes muzZeme pozorovat i struktury atomarni.

V mikroskopii Ize v zasade pouzit jakekoliv vineni, jehoz
vinova delka je vyrazne kratsi nez rozmery
pozorovaného objektu.




Prvni pouzitelny mikroskop

swww.arsmachina.com/i
mages/
loeuwenhoek_thmb.jpg.




Schéma optického mikroskopu a
viastnosti jeho optickeho systemu

Zakladem jsou dve soustavy CocCek - objektiv a okular.

Obé soustavy jsou v prvnim priblizeni nahraditelné
spojkami. Z hlediska kvality zobrazeni je rozhodujici
objektiv, vytvarejici skutecny, zvetseny a prevraceny obraz.
Pozorovany predmet musi byt umisten mezi predmetovym
ohniskem objektivu a jeho dvojnasobnou vzdalenosti.

Mechanicka cast spojujici objektiv s okularem - tubus.
Obraz tvoreny objektivem je pozorovan okularem jako
lupou, pricemz se musi hachazet tesne za predmetovym
ohniskem okularu. Vysledkem je zvetseny, prevraceny a
neskutecny obraz.

Dokonalé osvetleni zajistuje opticka soustava kondenzoru,
soustredujici svetelneé paprsky na pozorovany objekt.




Schema opticke soustavy
mikroskopu

okular

yll

objektiv

F - ohniska, f - ohniskové vzdalenosti, y - predmét, y' - skutecny
obraz predmeétu vytvoreny objektivem, y" - neskutecny obraz
pozorovany v okularu, A - opticky interval mikroskopu.




Zvetseni mikroskopu

A-d
fok.fob

d je konvencni zrakova vzdalenost (0,25 m), A opticky
iInterval mikroskopu Cili vzdalenost mezi obrazovym
ohniskem objektivu a predmetovym ohniskem okularu a
f.,af, jsou prislusné ohniskove vzdalenosti.
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Rozlisovaci mez mikroskopu

Kombinaci silnych cocCek Ize vytvorit mikroskop s prakticky libovolnym
zvetsenim — je vsSak prazdne (plane), neumoznuje rozlisit detaily. Misto
skutecnosti pozorujeme ohybove jevy a artefakty zpusobené optickymi
vadami. Zvetseni je omezeno rozlisovaci mezi mikroskopu. Vypocet
rozliSovaci meze vychazi z interference svétla po pruchodu
zobrazovanym predmetem. Zjednodusené: do objektivu se musi dostat
tzv. paprsky nultého a téz alespon prvniho radu, predstavime-li si
preparat jako optickou mfizku. Vypocty provedl némecky fyzik Abbe
(1840-1905). Dospel k vyrazu pro rozliSovaci mez mikroskopu ve
tvaru:

A

71+ SN oL

S =

kde o je mrizkova konstanta (vzdalenost dvou jeste rozlisitelnych
bodl), A vinova délka svétla, n index lomu prostfedi mezi objektivem a
krycim sklickem a o Uhel svirany optickou osou mikroskopu a plastem
kuzelu paprsku, které z daného mista preparatu mohou vstoupit do
objektivu a podilet se na zobrazeni. Ve jmenovateli je numericka
apertura objektivu (NA).




SUCHY IMERZNI
OBJEKTIV OBJEKTIV
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*Suchy a imersni objektiv. Paprsek vystupujici z preparatu pod uhlem o
se na rozhrani mezi krycim sklickem a vzduchem lame od kolmice a
nemuze se jiz podilet na tvorbé obrazu, tyz paprsek prechazejici ze skla
do imersniho prostredi smer neméni a na tvorbé obrazu se podili.
Cedrovy olej (n = 1,52). Uvazujme zz svétlo o A = 550 nm.

*Suché objektivy: n =1 a NA kolem 0,95 = rozliSovaci mez 0,6 mm.

sImersni objektivy: NA max. 1,4 a rozliSovaci mez v idealnim pripade asi
0,4 mm.




Vady objektivu a druhy okularu

« Otvorova a barevna vada
 Achromaty

« Semiapochromaty
 Apochromaty

* Planachromaty a planapochromaty

« Okulary mikroskopu jsou vyrabény v nékolika druzich:
* Ortoskopicke okulary
* Periplanatické okulary

 Kompenzaéni okulary Samostudium !
* Projektivy




Varianty optickeého mikroskopu

« Pozorovani ve svetlem a temném pol

« Stereomikroskop (dva mikroskopy se samostatnymi objektivy i
okulary, jejichz optické osy sviraji uhel napr. 15°) - stereoskopické
vidéni. V lékarstvi: operacni mikroskop. Pozadavek stranoveé
spravnosti. Osvétleni operaéniho pole svétlovody. Plynula zména
ohniskové vzdalenosti objektivu Cili zvétSeni - tzv. ,zoom".

« Moderni badatelske mikroskopy jsou vybaveny zarizenim pro
mikrofotografii na klasicky fotomaterial i digitalnimi (video)kamerami,
umoznujicimi pozorovat zvetSeny obraz (video) na monitoru a ulozit
jej do pameti pocitace.

« Programy pro upravu kontrastu a jasu snimku i numericky
analyzujici zobrazené struktury, schopné vyhledavat
charakteristicke tvary a pod.

« Vyménou objektivl, okularu, upravou kondenzoru nebo viozenim
dalSich optickych prvkl Ize sestavit vétSinu typu mikroskopu.
Vyznamnym doplnkem jsou mikromanipulatory, které napr umoznuji
zavadeét elektrody do bunék, separovat organely apod.




Operacni stereomikroskop

*The OPMI® Vario/NC 33 surgical microscope




Specialni optické mikroskopy
mikroskop s fazovym kontrastem

Fazoveé kontrastni nebo interferenéni mikroskopy umoznuji zviditelnit
objekty, které se od okoli lisi indexem lomu - fazoveé objekty. Pri
pruchodu svételnych vin fazovym objektem nedochazi ke zméné
Intenzity nybrz k posunu faze - v zavislosti na rozdilu indexu lomu
struktury a jejiho okoli, na délce opticke drahy i na vinove délce
svetla. Méni se i smer sireni viny lomem, odrazem a rozptylem.

Cinnost fazové kontrastniho mikroskopu: Do optického systému
kondenzoru je umisténa kruhova clona se zatemnenym stredem -
svétlo prochazi jen Uuzkym mezikruzim. Svételné paprsky projdou
vzorkem, kde na fazovych objektech dojde k odchyleni Casti paprsk
z puvodniho sméru. V zadni ohniskové roviné objektivu se nachazi
tzv. Ctvrtvinova desti€ka (posunuje fazi o +n/2 nebo -n/2). Tato
desticka ma opet tvar mezikruzi, na ktere dopadnou ty paprsky,
které nezmenily svuj smer pfi interakci s fazovymi objekty. Ostatni
paprsky desticku minou - nejsou fazove posunuty. Obraz je
vytvaren interferenci paprsku posunutych i neposunutych.

FKM, podobné jako mikroskopy interferen€ni, umoziuji pozorovani
Zivych objektu bez jakéhokoliv barveni. Mikroskopy s diferenénim
interferenénim kontrastem podle Nomarského (oznacuji se zkratkou
DIC) jsou moderni alternativou mikroskopu s fazovym kontrastem.




mikroskop s fazovym kontrastem

&)
fazova (Etvrtvinova)
desticka _
lomené nebo rozptylené \l.
svétlo (vzorek zmeénil -1
: B
jeho fazil) T

svétlo zachovavajici
puvodni smér

{tj. neovlivhéné
vzorkem)

vZzorek

&térbina ve tvaru
mezikruzi

Améba ve fazovém kontrastu — Z = 250

Podle *www.durr.demon.co.uk/ colour.html.
http://www.nobel.se/physics/educationa
|/microscopes/phase/




Specialni optické mikroskopy
fluorescencni mikroskop

* Fluorescencni mikroskopy vyuzivaji schopnosti
nekterych latek emitovat viditelne svetlo po ozareni
svetlem o kratsi vinove délce. Vyuziva se dlouhovinneho
UV zareni a prilehle oblasti viditelneho spektra. UV
svétlu je pfizpusobena optika kondenzoru nebo je UV
svetlo privadeno shora, zbytek optickeho systemu je jako
u beznéeho optickeho mlkroskopu + filtry. Fluorescenci
vykazuje napf. tryptofan I jine latky s aromatickym
jadrem &i heterocyklem. VétSinou jsou k preparatum
pridavana fluorescencni barviva specificky interagujici s
riznymi bunecnymi strukturami. Nékdy je fluorescencni
barvivo (fluorochrom, fl. sonda) navazano na protilatku
specifickou pro nekterou z bilkovin. Pak |ze selektivhé
zviditelnit napr. cytoskelet, chromatin, membranoveé
bilkoviny apod.
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fluorescencni mikroskop

Virové Castice v infikované

bufice Aktinova vlakna kvasinek zviditelnena
http://usa.hamamatsu.com/sys- pomoci fluorescenéniho mikroskopu —
biomedical/slcn2400/slcn-smpl.htm barveni rhodaminem-phalloidinem

*www.paulgyoung.com/.../
fission_yeast_actin_cytoskeleton.htm.




Specialni optické mikroskopy - laserovy
konfokalni radkovaci mikroskop

L - laser, C - clony s kruhovym otvorem,
PPZ - polopropustné zrcadlo, DET -
detektor svétla (fotonasobic), SM -
radkovaci (skenovaC|) mechanismus, C
- objektiv (projektiv), O - bodovy objekt
PREP - preparat.

Otvorem v cloné pred detektorem
projdou jen paprsky, které se odrazily od
bodovych struktur v zaostrené rovine.
Ostatni paprsky (rozptylené) jsou clonou
zachyceny. Tyto paprsky zhorsuji kvalitu
zobrazeni v bezném mikroskopu,
protoze zvysuji jas a snizuji kontrast.
Timto mikroskopem Ize proto zkoumat i
pomeérne silné nativni preparaty. o
Radkovaci zarizeni je system otocnych
zrcadel, ktera mohou posunovat ohnisko
po tesne vedle sebe umisténych
radcich.

«|O

| PREP




konfokalni radkovaci mikroskop

Konfokalni
mikroskop Leica se
spektrofotometrickou
detekci

http://www.cepceb.ucr.edu/f
acilities/confocal.htm




konfokalni radkovaci mikroskop

3D obraz neuronu, fluorescence - http://www.cs.ubc.ca/nest/magic/neuron.html




Elektronova mikroskopie

« Klasické" elektronové mikroskopy (EM) vyuzivaji pro zobrazeni
urychlenych elektronovych svazku. | elektronum je mozno prisoudit
vinovou délku tzv. de Broglieovych hmotnostnich vin. Elektron o
energii 1,5 eV ma vinovou délku 1 nm. Vychazime pfitom z vzorcu:

A= f e'-U:lm-v2

m.v 2

A je vinova délka, h Planckova konstanta, m relativisticka hmotnost
elektronu, v jeho rychlost, e — jeho naboj a U urychlovaci napeti. Maji-
li zobrazované predmety velikost srovnatelnou s A, zaCne dochazet k
ohybovym jevum, které zobrazeni znemozni. Vysokym urychlenim
elektronu Ize dosahnout radoveé 10°-krat kratSich A. Viz & = A/n.sina.
Vlivem velkych optickych vad CoCek bude vsak velmi mala numericka
apertura - radové 10-2. V EM se pouzivaji témér vyhradné ¢ocky
magneticke. EM maji v praxi rozliSovaci mez nékolika desetin nm.




Magneticka CoCka

*Pricny rez civkou, ktera je
magneticky stinena pancerovanim. V
miste, kde je pancéerovani preruseno,
vznika magneticke pole, jehoz
ekvipotencialni hladiny (hladiny
stejného magnetickeho potencialu)
jsou jako oblouky znazorneny na
obrazku (nejde o silocary mag. pole,
jejichz tecny by urcovaly smer
vektoru magnetické indukce). Svazek
elektronu je fokusovan do ohniska.
Magneticka CoCka se chova jako
spojka.




TEM — transmisni elektronovy
mikroskop

. TEM fy

Brookhaven —

zvétseni 50 000 000x,
rozliSeni 0,1 nm, mozna
rentgenova spektrometrie
pro chemickou analyzu
vzorku




hapajeni

elektronové
délo

elektronovy

vakuum syazek

anoda
civka
kondenzoru
. vZzorek
civka objektivu :
stiedni
civka
civka
projektivu

pozorovaci
okno

stinitko

fluorescenéni

TEM —
transmisni
elektronovy
mikroskop

podle:
http://www.vetref.net/emscope/theorys
ch.html




TEM — priprava a barveni
preparatu

* Nutnost velmi tenkych fezu (max. stovky nm) a umistovani
vzorku do vakua klade zvlastni pozadavky na pripravu
vzorku. Vzorky nativni - vihké - mohou byt pozorovany jen
nejmodernejsimi, tzv. environmentalnimi EM, v nichz se
preparat nachazi v prostredi o relativhée vysokém tlaku.

 Zejmena biologicke materialy musi byt pripravovany
pomoci specialni fixace - pred rozrezanim zataveny do
ruznych materialu a;.

* Nelze pouzit barviv pouzivanych ve svetelne mikroskopii.
Biologické objekty byvaji pokovovany, Cimz vznika i efekt
stinovani. Atomy kovu totiz ze sveho zdroje prilétaji Zzboku,
takze za vyvysenymi misty preparatu vznika "stin”. Pro
zvyseni rozptylu elektronu v preparatech se pouZzivaji i soli
nebo oxidy téZzkych kovu (osmia, wolframu &i uranu).




TEM -

http://www.ualberta.ca/~mingch
en/tem.htm

Corona virus v negativnim
barveni —>




SEM - radkovaci (skenovaci)
elektronovy mikroskop




elektronovy svazek je
tvofen elektronovym
délem, podobnym jako
v osciloskopu

elektronove délo

SEM

elektrony jsou pak anoda

urychlovany anodou a -

fokusovany Podle

bl [l G ST s http://www. rpi.edu/dept/materials/
magneticka -

skenovaci civky nuti L gﬁL;';SES/NANO/ShaW/B'QS

F ¥

elektronovy paprsek k
rychlému prebihani po
povrchu vzorku

vzorek pozorujeme v
médu snimani zpétné
rozptylenych nebo
sekundarnich elektront

skenovaci civky

..‘

detektor zpétné
rozptylenych
elektrondi

-4

monitor

vZorek

detektor sekun- podlozka

darnich elektrond




*Vajicko morskeho jezka
obklopené spermiemi,
SEM 3000x zvetseno -

http://www.stanford.edu/dept/news/rep
ort/news/august9/sperm-89.html

Detail nohy mravence v
SEM -

http://lwww.wtn.org/ss/story.phtml?storyld=3
3&type=EdOutreach




Akusticky mikroskop

li"] M mup £ - K zesilovacia
| ) - osciloskopu

! pulzni generator

= ménic

¢ocka

Ho O _x s (zpravidla safir)
POLYMER
Ys
: ,
X * Neurony rostouci na
podlozce z umelée hmoty
Podle http://transducers.stanford.edu/

http://www.sv.vt.edu/comp_sim/sam/full.gif stl/Projects/ControlledPatt.htm




Prijemny vikend!!!




