Lupa
e ZvétSeni 10-15x, obraz: piimy, zvétSeny, neskuteny
Lupa je dvojvypukld, ¢i ploskovypukla ¢ocka. Predmét, ktery pozorujeme lupou, klademe
do vzdalenosti mensi, nez je ohniskova vzdalenost.

Mikroskopie

Pro mikroskopii 1ze vyuzit jakékoli vinéni s vinovou délkou kratsi nez jsou rozméry objektu.
A) Opticka - zobrazeni struktur liSicich se vzajemné absorbci viditelného svétla
e Max. zvétSeni(objektiv+okuldr) — 1000x, obraz: prevrac., zvétSeny, neskutecny
1) Varianty optického mikroskopu — v temném poli (u silnych preparatt, pozorovani
predmétu v odrazenych paprscich osvétlujicich jej zboku)
2) Specialni optické mikroskopy
zobrazeni struktur liSicich se vzajemné absorbci UV 1 IR svétla

B) Elektronova
C) Akustickd
Opticka (svételna) mikroskopie
— Imerzni objektiv:
Suchy objektiv: ) Paprsek pFechazejici ze skla do
Paprsek vystupujici z preparatu | ] | imerzniho  prostredi  sv{j
pod Uhlem a se na rozhrani mezi A \\ neméni a miZe se podilet na
krycim sklickem a vzduchem QA tvorb& obrazu = vice paprskl se
lame od kolmice a nemuze se jiz N s g e podili na vzniku obrazu.
podilet na tvorbé obrazu. ‘ Imerzni prostiedi - kapalina o
stejném n jako kryci sklicko.
Casto cedrovy olej (n = 1,52).
Specialni optické mikroskopy

Fazovy kontrast

Rizné ¢asti preparatu vSak vykazuji rizny index lomu — dochdzi k ohybu paprskd: pii prachodu
svételné viny objekty s riizné vysokym indexem lomu se tato vina v zavislosti na tomto indexu lomu zpozdi,
nedochazi ku zméné jeji intenzity, ale k posunu jeji faze, a to v zavislosti na rozdilu indexu lomu dané struktury

N

tim tmavsi se tato ¢ast preparatu jevi. Cim vyssi denzita, tim je objekt svétlejsi (pf: ,,zafici* spory bacili)
Vyhoda: moznost pozorovani zivych objektd v nativnim stavu bez barveni

rozdily ve fazi svétla jsou prevedeny na pozorovatelné rozdily
kontrastu

Interferenéni mikroskop — Nomarského kontrast

Pracuje se dvéma koherentnimi (interference schopnymi) paprsky, jeden prochéazi objektem, druhy
mimo objekt. Hranol déli ptivodné linearné polarizované svétlo na dvé vzajemné kolmo polarizované slozky.
Polarizator srovnava viny, jez jsou v riznych rovinach; Nomarského desticka v kondenzoru je hranol, jez
zpracovava polarizované svétlo tak, ze na preparat jdou dva paprsky soubézné vedle sebe. V analyzatoru vidime
3D obraz v zavislosti na rizném indexu lomu riznych ¢asti buitkky. Zvyraznénim i malych rozdil vznikne
plasticky obraz povrchu buiiky.




POSTUP PRI MIKROSKOPOVANI

Zapneme zdroj svétla a na stolek vsuneme preparat. Objekt hledame pomoci
makrosroubu a doosttime mikroSroubem. Potom postupné zvySujeme zvétSeni vymeénou
objektivii na revolveru. Dbame na to, aby objektiv nenarazil na sklicko preparatu. Objektivy
na revolveru jsou obvykle parfokalni. To znamena, Ze jsou zaostfeny na piiblizné stejnou
vzdalenost, takZe po vyméné objektivu nemusime objekt znovu hledat, ale staci lehce doostfit
mikroSroubem. Kondenzor je v horni poloze, intenzitu svétla regulujeme kondenzorovou
clonou.
Sladime si zaostteni okulard, aby odpovidalo nasSim o¢im. U jednoho okularu je mozné
pootocenim upravit zaostfeni. Zavieme oko, kterym hledime do ostfitelného okularu a
pozorujeme pouze skrze neostiitelny. Zaosttime mikroSroubem objekt. Poté¢ vyménime oci a
pozorujeme pouze ostfitelnym okuldrem. Pootocenim okuldru doostfime objekt.

Pouziti imerzniho oleje

Zaosttime objekt nejveétSim neimerznim objektivem (nejcastéji 40x). Pooto¢ime revolver do
polohy mezi tento objektiv a imerzni objektiv a na misto preparatu, které pozorujeme,
kapneme kapku imerzniho oleje. Pooto¢ime revolver na imerzni objektiv, ktery se musi
ponoftit do oleje. Pokud vidime objekt, lehce doostfime mikrosroubem. Pokud objekt
nevidime, sjedeme objektivem k preparatu, tak abychom do néj nenarazili. Pfitom se divame
zboku na objektiv a stolek s preparatem. Pak pohybujeme objektivem smérem od preparatu a
pozorujeme okulary dokud nenarazime na objektovou rovinu. Pokud ji nenalezneme sjedeme
op¢t k preparatu a ostfeni opakujeme. Pokud se nam nadale nedati objekt nalézt, opakujeme
cely postup od zacatku, pfitom dbame na to abychom do imerzniho oleje nenamocily jiny
objektiv nez imerzni.

Kohleriv princip

Nejlepsi obraz v mikroskopu dosdhneme pokud si nastavime osvétleni podle Kdhlerova
principu. Pii tomto osvétleni zobrazuje kondenzor polni clonu zdroje svétla do roviny objektu
a kondenzorova clona reguluje svételny tok tak, ze je osvétlené pouze zorné pole mikroskopu.
Kohlerovo osvétleni neni mozno vytvoftit na mikroskopech Olympus v praktiku, protoze
nemaji posuvné kondenzory ani clonu zdroje svétla, presto zde pro informaci uvadime postup
nastaveni svétla podle Kohlerova principu:

1. otevtit clonu zdroje svétla i clonu kondenzoru

2. vlozit preparat a zaostfit ho pti zvétSeni 10x a vice

3. zavftit clonu zdroje svétla

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

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

7. nastavit aperturni clonu (podle NA objektivu):

vyjmout okular a pii sledovani aperturni clony pohledem do tubusu otevfit tak, aby plocha
nezakryta clonou pokryvala asi 80% (toto nastaveni je variabilni podle povahy preparatu)
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Komenského, 1993
e Jaromir Plasek: Nové metody optické mikroskopie. Skriptum Fyzikalniho Gstavu
Univerzity Karlovy
e Hrazdira.l., Mornstein V. (2001): Lékatska biofyzika a pristrojova technika, Neptun,
Brno



SOUVISEJICI ODKAZY

http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/svetelnamikroskopie.htm

Virtualni mikroskopovani [http://www.olympusmicro.com/primer/virtual/virtual.html]

Optical microscopy primer introduction [http://micro.magnet.fsu.edu/primer/]

ViInova optika [http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm,
http://www.aldebaran.cz/studium/fyzika/viny.html]

Mikroskopie na Hamburgské univerzité[http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e03/03.htm]

Souhrnny ¢&lanek v anglickém jazyce [Optical microscopy.pdf]
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