Biologicka technika — zoologicka cast

Eva Rehulkova

Il Bezpecnost prace !!!

— ochranny odév (plast) + dlouhé vlasy do gumicky + pfezuvky



Co potrebujete na zapocet?

v 100% ucast na praktiku (absence —— nahrazeni)

v' Odevzdani protokoll (v nasledujicim cviceni)

v Test (zavérecné cviceni)

Struktura protokolu:

1.

Teoreticky uvod (vysvétleni zakladnich pojmu)

2. Postup pfipravy preparatu
3.
4. Popis nakresu — tuzkou (velke, nestinovat, nesrafovat)

Nakres preparatu mékkou tuzkou



Svetelna mikroskopie - historie
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Cocky a bryle

Nimrudska ¢ocka — 2000 pr.n.l. krystal slouzici
bud’ jako zvetSovaci sklo nebo k podpalovani
ohnu, nebo soucast teleskopu

Egypt — 8.stol. pr.n.l. — hieroglyfy zobrazuji
pouzivani CoCky

Recko 1.stol.n.l. — 6o&ka pouZita pro koncentraci
slunecnich paprskd a zapaleni ohné,

smaragd cisare Nera - korekCni pomucka/slunecni
bryle - k pozorovani gladiatorskych zapasu

Kolem r. 1000 n.l. — tzv. ,,cteci kameny*, sféricke
sklo, pokladaly se na text

Prvni evropské "prabryle" - CoCky korigujici vidéni
zasazene do obroucek - se objevily v Italii v
druhé Casti 13. stol. a jako vynalezce je uvadén
Alessandro de Spina z Florencie. V té dobé se
bryle jiz néjaky Cas pouzivaly nejen v Evrope,
ale i v Ciné, neni vSak znamo, na
kterém kontinentu dfiv.

replika kosténych
bryli — 15 stol.




Hans a Zacharias Janssenovi °'°~‘°|"“"

. |
| E | okular
. |

Prvni slozeny mikroskop zvéetSoval 3x pfi zatazeni tubusu a 9x pfi
max. roztazeni (méfil 1,2 m).

. Holandsky vyrobce bryli Hans Janssen se svym
synem Zachariasem Janssenem udajne poprve
zkonstruovali mikroskop slozeny z vice CocCek.

O vynalezu existuje pouze zaznam z pozdejsi doby
v dilech spisovatelu Pierre Borela (1620-1671)

a Willema Boreela (1591-1668).




Galileo Galilel (1564-1642) zkonstruoval prvni
mikroskop slozeny ze spojky a rozptylky, nazval ho
occhiolino.
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Galileo
Microscope
(circa late 1600s)



Cornelius Drebbel (1572-1633) predvedl| v Londyné
mikroskop zalozeny na dvou spojnych cockach.
Nakres mikroskopu se zachoval na zadni strane
Drebbelova dopisu krali Jamesovi |.

442 APPENDICES Fol. 2957-295"




1625 Giovanni Faber z Bambergu (1574 -1629)
pouziva poprve slovo mikroskop odvozene od
slova teleskop.

Recky Micron = maly a scopos = cil



- Robert Hooke

- slozeny mikroskop

olejova lampa
. » Sevcovska koule

Micrographia

- sledovani tenkych fez(i korkem - pojem BUNKA

1. By the Council of the RovaL Sociery

Robert Hooke
(1635-1703)
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Knowledge.




Antony van Leeuwenhoek
(1632 - 1723)

Jednoduchy mikroskop (1660, 1674)

Konvexni sklenena CoCka byla pripevnéna
do kovoveého drzaku a byla zaostfovana
pomoci Sroubu.
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Mikroskopy 17. stoleti

English Tripod
Microcope
i Guiseppe Campani by John Yarwell
suﬁli:‘gp I;od Turned Ivory Monocular (circa 1680s)
Microscope Microscope

(circa 1640s) (circa 1662)

"""""

Depovilly
Simple Microscope
(circa 1686)

Bonanni's
Horizontal
Microscope
icirca 1690s)

Simple Italian
Microscope
(circa 1686)




Mikroskopy 18. stoleti

Simple Monocular
Hand-Held
Microscope
l : (circa before 1738)

Bone "Flea"
Microscope P
(circa early 1700s) __

Culpeper's 93‘/6\ = j

Microscope
(circa 1730)

~~~~~~~~

King George Il
Silver Microscope

William Robertson’s by
Culpeper-Style George Adams
Microscope

(circa 1749) (circa 1761)



Mikroskopy 19. stoleti

Vincent Chevalier's =
Achromatic Microscope
(circa mid-1800s)

Carl Zeiss
Simple Dissecting
Microscope

(circa 1865)

Lister's
Achromatic
Microscope
(circa 1826)

Thomas Winter
Exhibition
Microscope
(circa 1810)

William and Samuel Jones »
Simple Botanical

Microscope
(circa 1801-1825)

Ernst Leitz
Compound
Binocular
Microscope
(circa 1899)



(circa early 1900s)

ot Mikroskopy 20.stoleti

Zeiss
. Laboratory
I:eltz ; Microscope
Photomicrographic (circa 1930)
Apparatus

(circa 1910)

Bausch & Lomb
StereoZoom
(circa 1959)

The Olympus
Provis AX-70
(circa 1998)

Bausch & Lomb
Fluorescence Microscope

(circa 1929) Nikon Diaphot

Inverted Tissue
Culture Microscope
(circa 1985)



Svetelny mikroskop - zakladni pracovni nastroj
v e

i v

Uéel mikroskopu:
o Zvetseni

e rozliSeni detailu

» kontrast

us BX 50: prochdzejicilsvétlo

: Fazovy kontrast




Jednoduchy mikroskop Slozeny mikroskop

jedna ¢ocka nebo jeden systém cocek (lupa) vice systéemu Cocek

Sitnice Oc¢ni ¢ocka
- Druha ¢ocka
Obraz vytvoreny
Lupa - 250 mm prvni ¢cockou

Predmét
Logan's Simple
Microscope

(circa 1871)

Prvni ¢ocka
Preparat

Virtualni -
obraz

.

Virtualni
obraz




Jaky je rozdil mezi binokularnim mikroskopem a stereomikroskopem?

Binokularni mikroskop Stereomikroskop
zreadlo Y p 1)Kadé oko wytvaii v mozku samostatny obraz
I pfedmétu. Ty se trochu od sebe li§i.
/ N 1 p N 2)Nazaklade zkusenosti chapeme rozdilnost
S — || () - T © obrazii prostorové.
V | T /’\ 3) Vyznam zkusenosti vynikne, kdyZ si uvédomime,
redmat """K_/ L e prostorové vidime i jen jednim okem (zména
predme odi zakrytu pfedmétd v riznych hloubkach).
4 rozte¢ je nastavitelna ﬁ B
) i okuldry | podle vzdalenosti oéi i Nl 1p
AN | | U
objektiv Va / P\ [ Y 1
f | SO OSSO )
dalie . U ([ — / 0 — dva okulary .
; 1 Y e N 1 ‘ ‘
aprsku > 0 .
pap L predmat L \ U 1 L L e

dva objektivy ' KE:E‘,‘/

1)  Stereomikroskop se sklada ze dvou samostatnych mikroskopt, jeden pro levé a druhy
1) Binokularmni mikroskop neni stereo mikroskop. propraveoko. - :
. . 3 A . i L, . 2) Cim vétsi je uhel @, tim vyraznégjsi je stereovjem.
2) KaZdé oko pozoruje svym okularem meziobraz preparatu. Pozorovani obéma
ofima je méné Unavné neZ jednim okem.
3) Soucasnou ostrost obou diléich obrazl je tfeba postupné doladit jednotlivymi

okulary. i

Stereomikroskop ma dvé i E
samostatné optické drahy — pro

pravé a levé oko zvlast. Toto ‘ ' ’i

usporadani poskytuje prostorove

vidéni, trojrozmérny pohled a

pfimy obraz. Cim je vétsi dhel ¢

tim je vyraznéjsi stereovjem



Slozeni mikroskopu CX 31

CAST MECHANICKA:

stativ, tubus, revolverovy
ménic objektivu, stolek,
makrosSroub, mikroSroub,
vypinac, ovladani intenzity
svétla

CAST OSVETLOVACI:

zdroj svétla, zrcatko, polni
clona, kondenzor,
aperturni clona

CAST OPTICKA:
objektivy, okulary

Okulary Hranoly - Tubus

délice papry
. Tubusova

Drzak i
preparatu . :
Kfizovy - rypinae
stolek : Ovladani
intenzity
Kondenzor osvétleni

o

4 Ostrici
! mechanismus

Kolektor

Zarovka



Cast mechanicka

Stativ - tvori pevnou dolni ¢ast mikroskopu. Nékdy se jesté rozliSuje na nohu a pevné
rameno (zejména u starSich typl mikroskopt). Do stativu je zabudovano u modernich
mikroskopU osvétleni, u starSich typU se prosvétleni preparatu provadélo pomoci
zrcatka, které odrazelo denni svétlo nebo svétlo z nezavisle lampy.

Stolek - je u béznych mikroskopu tzv. kfizovy, coZ znamena, ze umoznuje pohyb preparatu
v pravouhlém systému souradnic, takze je mozné si zaznamenat polohu nalezeného
objektu a pozdéji se k nému vratit. Pohyb stolku je ovladan dvéma Srouby, jednim pro

pohyb podle x-ové souradnice, druhy pro y-ovou souradnici. Podlozni sklo s preparatem
se vklada do drzaku neboli vodiCe preparatu a je pfidrzovano raminkem s pruzinou.

X-Y Translation Mechanical Stage

Slide

: Holder
Stage T ’ 9/'
= Graduated

Locator
Markings

Stage
Loc

Stage ( X-Y
Control  5pening | Translational
Control
Knobs

Figure 1



Cast mechanicka

Revolverovy ménic¢ objektivl - umoznuje plynulou vyménu jednotlivych
objektivu pfi zachovani optické osy a hrubého zaostfeni bez pohybu stolku (tj.
zachovava nalezenou pozici na preparatu)

Tubus - trubice spojujici objektiv s okularem, ktera zabrarnuje vstupu rusivého
svétla z okoli. U modernich mikroskopu jsou uvnitf tubusu hranoly rozdélujici
svételny paprsek prichazejici z objektivu do dvou svazkl, nhasmérovanych do
dvou okularu (binokularni mikroskop), pfipadné se oddéluje ¢ast paprsku pro
snimani obrazu kamerou (trinokularni usporadani). Binokularni nastavec
umoznuje nastaveni vzdalenosti okulart dle vzdalenosti o€i pozorovatele a
nezavislé zaostreni obrazu v kazdém okularu (viz dale okulary).

Mechanicka (opticka) délka tubusu - vzdalenost mezi hornim a dolnim
koncem tubusu, méni se vzajemnym posunem dvou na sebe nasunutych
casti,

1. dana vyrobcem (160 - 170 mm) a je nutno ji dodrzovat - objektivy a okulary
konstrukéné pfizpusobeny

2. nekonecna délka tubusu (vkladani modull), «, objektivy s korekci na
nekonec€no (soustava ¢ocCek)

Zaostrovaci Srouby (makro- na hrubé ostreni a mikro- na jemné doostfeni),
které ovladaji svisly pohyb rampy, na kterou je pripojen jednak vlastni stolek,
na néjz se umistuje preparat, jednak nosic kondenzoru.

Vypinag, ovladani intenzity svétla



CAST OSVETLOVACI

Pozorovani ve svétle prochazejicim x dopadajicim

Zdroj svetla - lampa v noze stativu s kolektorovou coCkou (fixné sefizena), kolektor

spolu se zrcatkem soustfeduje svétlo do kondenzoru
V dnesni dobé se pro béznou svételnou mikroskopii pouzivaji nejCastéji

wolfram-halogenové lampy, které se umistuji do osvétlovaci komurky
zabudované do spodni Casti stativu. Pfi vyméné lampy je tfeba dodrzovat dvé
zasady:

1. zahratou lampu nechat vzdy dostatecné vychladnout (20 min.), protoze se pfi
praci zahriva na velmi vysokou teplotu

2. nikdy nesahat na sklo lampy, protozZe otisky prstu se vpali bEhem pouzivani do
skla a zkracuji zivotnost lampy; pfi vymeéné proto drzime novou lampu pres
vnejsi obal.

Proud svétla vychazejici z lampy byva usmérnén sbérnou ¢o¢kou do svételného
kanalu ukonCeného polni clonou, ktera vymezuje maximalni velikost
osvétleného pole (pouziva se pfi malém zvétSeni, viz prace s mikroskopem).
Mezi sbérnou CoCku a polni clonu se mohou umistovat specialni filtry (pro
vyvazeni barev, pro specifickou absorpci urcité barvy) zlepSujici kontrast.



CAST OSVETLOVACI

Olympus
BH2
Research
Microscope

. = Lampa
Filtr Sbérna ¢ocCka



CAST OSVETLOVACI

Kondenzor - soustfeduje svétlo ze svételného zdroje do kuzele,
ktery

1. rovnomerne osvetluje preparat

2. odpovida numerické aperture objektivu

Pfi zméné objektivu je vhodné upravit N.A. kondenzoru
aperturni clonou

N.A. kondenzoru = 80% N.A. objektivu

Aperturni clona (kondenzorova, irisova) - umisténa pred vlastni soustavu
kondenzorovych ¢oCek a vymezuje Sifku proudu svétla, ktery prochazi
kondenzorovymi ¢oCkami.

- reguluje mnozstvi svétla pfichazejiciho do mikroskopu, stupnice, podle které
se nastavuje Numericka apertura kondenzoru

Typy kondenzoru

Abbelyv - nejjednodussi, N.A. = 1,25

- neni karigovgn chyomatjcky ani
sféricky, vhodn?/ proQJe no uc(::h(l; orgﬁitlk\}g/
Aplanaticky — korekce sférické vady
Achromaticky — korekce chromatické vady

Aplanaticko-apochromaticky — korigovan pro obé

vady Abbetyv

~ Objektiv
Svételny kuzel
o= Preparat

'— Kondenzor

Aperturni
clona

Aplanaticko-
achromaticky



VADY OPTICKEHO ZOBRAZOVANI

Vady ¢ocek jsou zpusobeny jednak vlastnim materialem

cocek (vada sféricka, astigmaticka, koma, vyklenuti

zorného pole a distorze), jednak nehomogennim Eervené ohnisko
charakterem bilého svétla (chromaticka vada). @ === = = = = = = = = = = =

Chromaticka vada

-souvisi s tim, ze ohniskova vzdalenost CoCky zavisi na
indexu lomu a ten se meni podle barvy pouzitého svétla
(tedy podle vinové délky). Bilé svétlo je vSak slozeno z I
riznych vinovych délek a kazda jeho slozka (tzn. kazda
barva) se pfi priichodu ¢o¢kou lame trochu jinak. P¥Fi
priuchodu ¢ockou s barevnou vadou tedy dochazi k rozkladu
svetla.

V duisledku této vady je obrazem bodu bod urcitéXarvy,
ktery je obklopen mezikruzim jinych barev.
Chromatickou vadu Ize alespon ¢aste¢né odstranit vhodnou
kombinaci spojnych a rozptylnych ¢ocek (achromaticky S — _ Obraz oviivnény
doublet), coz se nazyva achromatizaci optické soustavy

. Objektiv

Bile svétlo



http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Lens6a.svg
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/chromatic/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/chromatic/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/chromatic/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/chromatic/index.html

VADY OPTICKEHO ZOBRAZOVANI

Sféricka vada

Jeji pfiCinou je odliSna ohniskova vzdalenost
pro rizné vzdalené paprsky od optické osy.

Sféricka (téz kulova nebo otvorova) vada
vznika tehdy, pokud na CoCku dopada Siroky
svazek paprsku rovnobéznych s osou, pficemz
paraxialni paprsky se za CoCkou setkavaji v
jiném bodé nez okrajové paprsky Sirokého
svazku. (Jako paraxialni paprsky oznacujeme
paprsky v blizkosti optické osy pfristroje, které s
touto osou sviraji jen maly uhel, jsou s ni tedy
témeér rovnobézné)

Tato vada zpusobuje, ze obrazem bodu neni
bod, ale rozmazana kruhova ploska.

Tuto vadu lze také cCasteCné kompenzovat
kombinaci Cocek.

Axialni paprsky
A Periferalni

A\ paprsky

Nekorigovana
cocka

t Monochromaticke
I syeétlo

}

Obraz ovlivnény

Objekt (mala tecka) sférickou aberaci



http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/spherical/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/spherical/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/spherical/index.html

VADY OPTICKEHO ZOBRAZOVANI

Vyklenuti (rovinnost)
zorného pole

Vada souvisi s tim, ze body lezici v
roviné rovnobézneé s ohniskovou rovinou
nevytvori ostry obraz na rovinu snimace,
ale na zakrivenou plochu, a to vypuklou
nebo vydutou. Obraz roviny kolmé k
optickeé ose se tak zobrazi na zakfivené
ploSe, Cimz dochazi k rozmazani a
neostrosti. Znamena to, ze mizeme
zaostrit bud’ na kraj nebo na stred
pole.



http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/curvatureoffield/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/curvatureoffield/index.html

CAST OPTICKA
Objektivy - Nejduilezitéjsi opticka soucast mikroskopu

Vytvari zvetSeny prevraceny a skuteCny obraz predmetu
Cim je kratSi ohniskova vzdalenost objektivu, tim je vétsi zvétSeni

Znaceni objektivu

Zavit
. Z‘vetse'nl e o

Opticky systém PlanApo- Typ _objektlvu

korigovany na ~100x /1.35 Oll I Typ imerze

nekoneéno T AN Irisova clona
Parfokalni Nastaveni 1.15» oo——— Numericka apertura
vzdalenost numerické - == Tloust’ka kryciho skla
(45 mm) apertury Barevné oznaceni zvétseni

Kryci sklicko \ .
Pracovni
Podlozni skliékQ vzdalenost




CAST OPTICKA
ZvétsSeni objektivu

0.5 x
1-1.25 % I
2—-25X ] Typy imerze
4% 5x 1 (prouzek blize k preparatu)
10 x [ ]
20 x — Olej ==
40 x, 50 x  EEE—— Voda —
Glycerol pmm
60 x [—
100 x I

150 %, 250 x



CAST OPTICKA
Korekce objektivi

Achromaty - korigovanu chromatickou vadu pro dvé vinové délk
(Cervené a modré svetlo) a sférickou vadu pro zelené svétlo. NejlepsSich

vysledkd dosahuiji pfi pouZziti zeleného filtru a ernobilych filmu pro
mikrofotografii.

Fluority (semi-apochromaty)

y - chromaticky pro modre, zelené a Cervené
svétlo

- sféricka vada pro modré a zelené svétlo
- vhodné pro barevné zobrazeni

jejich nazev vychazi z historického postupu vyroby - délaly se z kazivcového (fluoritového) skla. Nyni
jiz tomu tak neni, ale protoze jsou objektivy ur€eny hlavné pro fluorescencni aplikace (vynikajici optické
vlastnosti, dobfe propousti UV zafeni), a jejich nazev fluorescenci evokuje, neni divod jej ménit. Jsou
vhodné i pro pozorovani ve svétlém poli.

Apochromaty - chromaticky pro kratkovinné modrée,
zelené a Cervene svetlo

- sféricka vada pro kratkovinné
modré a zelené svétlo

- nejvyssi kvalita barevného zobrazeni
Plan- korigovano vyklenuti zorného pole

Y

M+ <

/
¥

=

=



CAST OPTICKA
Typy objektiv
Objektiv by mél poskytovat co nejkvalitnéjsi zobrazeni

Kvalita objektivu je uréena stupném korekce optickych aberaci a

rovinnosti obrazového pole / \

GD

10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat

™ e Lens
Doublet Lens
Lsiis Triplet
Triplet Lens
faka Doublet
Doublet - Groups
Front Meniscus

Lens Lens



CAST OPTICKA

Korekce vady zklenuti zorného pole - PLAN

Dulezita zejména pro zaznam obrazu

Rozdil mezi Ach a Plan Ach

Achromat Plan Achromat

Lens — Zakriveny
Lens |~ - Doublet obraz
Doublet—= 1 = Group
Group E : ! Lens
i —-Triplet
Group
Lens ; . Lens — Objektiv
Doublet— Doublet
Group l J l Groups
F A i Meniscus o
Lront Lens — Rovmny
e (a) Hemispherical (b) preparat

Front Lens



GAST OPTICKA ™
o

Dalsi charakteristiky objektivu
Pracovni vzdalenost: Vzdalenost mezi preparatem a pracouni T“=’J
nejnizsim bodem objektivu (vetsi zvetseni — mensi PV) I

RozliSovaci schopnost: Schopnost rozlisit dva body, tzn. Ze vyjadruje
minimalni vzdalenost dvou objektu tak, aby byly vnimany jako dva
jednotlivé objekty

Hloubka ostrosti: Hloubka obrazu, v niz bude zaostfeny obraz rovhomérné
ostry. Hloubka ostrosti se zvétSuje se zaviranim aperturni clony. S rostouci
numerickou aperturou objektivu hloubka ostrosti klesa

Cislo pole: Prlimér zorného pole okularu (v mm)

Pramér zorného pole: Skute€ny prumér pozorovaného pole v mikroskopu (v
milimetrech)

Celkoveé zvétSeni: Soucin zvétseni objektivu a zvétSeni okularu

Numericka apertura: Numericka apertura je Ciselna hodnota. S rostouci
numerickou aperturou roste i rozlisovaci schopnost objektivu



CAST OPTICKA

Numericka apertura objektivu

Numericka apertura (N.A.) = n x sina
N.A. 2 1 nelze dosahnout bez imerze

Se zvétsSenim roste numericka apertura objektivu

-
(=
x

20x
(N.A. = 0.65)

O

Element

Low N.A. Spring-Loaded
Front Lens Retraction
Group

Stopper

4X Objective
N.A.=0.16

100X Objective
NA. =14



http://www.olympusmicro.com/primer/java/nuaperture/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/nuaperture/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/nuaperture/index.html

CAST OPTICKA

Objektivy pro praci bez kryciho skla - NCG (no cover glass)-
hematologie

Objektivy s dlouhou nebo ultradlouhou pracovni vzdalenosti

Objektivy s korekci na tloust’ku kryciho skla - korekCni prstenec

Objektivy s irisovou clonou - omezeni svetelného toku objektivem, vliv
na hloubku ostrosti

Odpruzené objektivy - zamezeni mechanickému doteku ¢oCky

Objektivy pro specialni pracovni postupy - napr. fazovy kontrast, DIC

Suché objektivy - mezi objektivem a krycim sklem je vzduch

Imerzni objektivy - imerzni olej (mezi objektiv a kryci sklo, mezi predni
coCku kondenzoru a podlozni sklo)


http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/slipcorrection2/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/aberrations/slipcorrection2/index.html

Homogenni imerzni systém

Vyznam pouziti imerze

Frontalni cocka
objektivu

Imerzni olej
Kryci sklo
; Uzaviraci
R médium

objekt

Imerzni

Frontalni olej

¢ocka
kondenzoru

Imerzni média index lomu

material Index lomu
vzduch 1,0003
voda 1,333
glycerin 1,4695
Parafinovy olej 1,480
Cedrovy olej 1,515
Synteticky olej 1,515
anisol 1,5178
bromonaftalen 1,6585
metylenjodid 1,740




CAST OPTICKA
Okular

Pro optimalizaci vysledku je potfeba vybirat okulary odpovidajici pouzitym objektivim (jejich typu a korekci
vad).

ZveétSuje obraz vytvoreny objektivem
ZvétSeni okularu je prazdné - nezobrazuje vice detaild,
nez bylo zobrazeno objektivem

Podle usporadani CoCek a pevné clony se okulary déli na:
negativni (Huygensovy)

pOZitivnI' (Radeenovy) = umoznuje snadnou montaz meéritka — pozor na prach

Simple Eyepieces
Ramsden Huygenian

Field
Lens

Field

- Diaphragm
e Lens

Figure 2



CAST OPTICKA
Okular

Typy okularu
Huygensuyv okular H - sklada se ze 2 ¢ocek, v kombinaci se slabymi objektivy (achromaty)

Ortoskopické okulary O - nezkresluji zorné pole, v kombinaci s objektivy achromatickymi a
planachromatickymi

Kompenzacéni okulary K - kompenzuji chromatickou vadu objektivd, jsou uréeny pro praci s
apochromaty

Periplanatické okulary P - kompenzuji chromatické vady a ¢astec¢né i vyklenuti zorného pole,
v kombinaci s planachromatickymi objektivy

Primér zorného pole (FN - field number) - 18 - 22 mm,
Sirokouhlé okulary (UW) - az 25 mm
Projektivy - okular pouzivany pfi mikrofotografii

Brill okulary - umoznuji pozorovani a kompenzaci pro dioptrické oko, dioptricka korekce,
manzety



Zveétseni mikroskopu

ZvétSeni obrazu mikroskopem je dano zvétSenim okularu a
zvetSenim objektivu.

Uzitecneé zvetseni mikroskopu:
-  Minimalni — numericka apertura objektivu x 500

- Maximalni — numericka apertura objektivu x 1000

Maximalni uzitecné zvétseni mikroskopu je vSak urceno i
rozlisovaci schopnosti objektivu. Za podminek, kdy je
minimalni vzdalenost dvou rozliSitelnych bodu srovnatelna s
rozlisovaci schopnosti lidskeho oka, obraz se nezlepsi ani pri
pouziti silné zvétSujicich okularu, kdy dostaneme jen
rozmérnéjsi obraz bez novych detailu.



UziteCné zvétseni mikroskopu

Celkové zvetseni = 1000 x N.A. objektivu
Priklad 1:
Objektiv 40 x, N.A. = 0,65

Okulary 15 x 40 x 15 = 600 < 650 O.K.
Priklad 2:

Objektiv 100 x, N.A. =1,3 prazdné zvétseni I!!

Okulary 15 x 100 x 15 =1500 > 1300 X

Okulary 12,5 x 100 x 12,5 = 1250 < 1300 O.K.

Pozor na dalsi zvetseni pri prenosu digitalninho obrazu na
monitor!




Méreni mikroskopickych objekti

v horizontalni roviné, kolmé na optickou osu, se provadi
pomoci okularového a objektivového mikrometru

Okularovy mikrometr je sklenéna destiCka, opatfena méfici stupnici.
Mikrometricka stupnice se umistuje do roviny polni clony okularu, tj. do
predni ohniskové roviny ocCnice okularu, takze se nezobrazuje celym
mikroskopem, ale jen okularem.Nemeri se jim tedy vlastni objekt, ale
jeho obraz, respektive meziobraz, vytvoreny v roviné clony. Aby se z
velikosti obrazu, vyjadfené urcitym pocétem dilku okularového
mikrometru, odvodila skutecna velikost meéreného objektu, musi se
dotycny pocet dilki mikrometru znasobit mikrometrickou hodnotou. Tato
hodnota, zavisla na zvétseni a mechanické tubusové délce, se ziskava
vzajemnym pozorovanim stupnic okularového a obiektivového
mikrometru.



Mikrometrobjektiv je destiCka formatu podlozniho skla, opatrena
mikrometrickou stupnici, kde 1 mm je rozdéleny na 100 dilkd, 1 dilek = 0,01
mm = 10 mikronu. Stupnice je chranéna krycim sklem. Objektivovy slouzi jako
delkovy standard pro cejchovani stupnice okularoveho mikrometru a k urcCeni
zvetSeni mikroskopu, nebo k urCeni méritka zobrazeni objektu mikrofotografii

nebo kresbou.
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Postup pfi méreni délky, Sirky ¢i primeéru mikroskopickych objektu

1. kalibrace: misto obyCejného okularu vlozime okular s mikrometrem a misto
preparatu objektivovy mikrometr (1 mm je na ném rozdélen na 100 dilku, takze
jeden dilek odpovida 10 um). Pri pouziti urCitého objektivu srovname obrazy obou
mikrometru tak, Ze se jejich stupnice kryji a odecteme, kolika dilkim objektivového
mikrometru odpovida kolik dilki okularového mikrometru. Vypocitame tzv.

mikrometricky koeficient pro dany objektiv (ij. kolika mikrometrdm odpovida jeden
dilek okularového mikrometru pfi pouziti daného objektivu) vypocitame jako

(@a:b).10 [pm]

10 dilkd méfFiciho okularu

= 75 dilkiim mikrometrobjektivu
tj. (750 pm)

1 dilek MO = 75 pym

Primér cévy na preparatu = 70 dilkd
MO =70 X 75 ym




Postup prace s mikroskopem

Mikroskop prenasime obéma rukama (kapotaz) I!!
Manipulujeme pouze pomoci vroubkovanych casti !!!

1.

Zapneme mikroskop, vlozime preparat, zaradime objektiv 10x
nastavime osvetleni, zaostrime na preparat.

. Nastavime vzdalenost okulart a provedeme dioptrickou korekci

(okular bez dioptru zaostfime na objekt mikrosSroubem, zavieme oko;
okular s dioptrem doostfime podle svého oka).

Pouziti manzet: pri pozorovani s brylemi ponechte manzety ohrnute,
nikdy manzety neodstranovat z hygienickych duvodu !!!

. Nastavime aperturni clonu kondenzoru.

. Pri pouziti jineho objektivu doostrime mikrosSroubem a nastavime

odpovidajici aperturni clonu.

. Zaradime filtr, pfizpusobime osvétleni a pozorujeme.



Kohlerovo osvetleni | nastavujeme do optimalni polohy:
 clonu osvétlovaciho systému

e clonu kondenzoru

* polohu kondenzoru

1. Umistime preparat a zaostrime s objektivem 10x
2. Uzavreme polni clonu

3. Kondenzor snizujeme nebo zvysujeme tak dlouho, az je obraz
sviticiho pole ostre ohraniceny

4. Polni clonu otevieme tak, aby se dotykala okraju zorného
pole.

5. Obraz sviticiho pole posuneme centrovacimi Srouby
kondenzoru do stredu zorného pole

Vysledkem Kohlerova nastaveni je rovhomeérné a maximalni osvetleni
preparatu, leziciho v predmetoveé roviné. Souc¢asné by mela byt dosazena
nejlepsi kombinace mezi rozlisovaci schopnosti a kontrastem.


http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/kohler/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/kohler/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/kohler/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/kohler/index.html

Potreby pro mikroskopovani

Kryci skla -ruzna tloustka (0,08; 0,11; 0,13;0,17;0,20 mm)
- velikost (mm) a tvar
Podlozni skla - rtzna tloustka (1; 1,2 mm) velikost (26 x 70 mm)
- zabrousené hrany, matované
Preparacni soustavy - pinzeta, skalpel, nazky, preparacni jehly, Stétec,
pipeta
Laboratorni sklo - Petriho miska, hodinové sklo, kadinka atd.
Krabice na preparaty
Slohy na preparaty



KVALITA ZOBRAZENI BIOLOGICKYCH OBJEKTU ZAVISi NA

1. dostate€ném zvétseni obrazu (pozor na maximalni uzitecné
zvéetSeni = numericka apertura objektivu x 1000)

2. rozliSovaci schopnosti mikroskopu (zavisi na numerické
aperture objektivu a kondenzoru a kvalité osvetleni
preparatu , tj. optimalnim nastaveni Koehlerova osvétleni)

3. kontrastu obrazu, ktery lze efektivné zvysit pomoci
a) cytologickych a histologickych barviv
b) optickych metod, které prevadeéji rozdily v indexu lomu
ruzné tlustych casti objektu na jasovy kontrast obrazu



Kontrastni metody

Slouzi k zvyseni kontrastu obrazu tak, aby byl dobre
pozorovatelny.

Nejpouzivanejsi metody:
Temné pole
Fazovy kontrast
Polarizované svétlo
Reliéfni kontrast
Diferencialni interferen¢ni kontrast

Fluorescence



Metoda fazového kontrastu

Fyzikalni principy fazového kontrastu nejsou snadno amplituda - intenzita svétla
pFistupné. Naopak praktické pouzivani fazového

kontrastu ve svétlené mikroskopii necini vétSinou vinova délka - barva

Zzadné potize. Stru¢né muzeme fici, Ze lidské oko je

schopno vnimat rozdily v amplitudé svételného fazovy posun - neviditelny pro lidské oko
vinéni jako rozdilnou intenzitu svétla a rozdily ve

vinové délce jako rliznou barvu svétla. Nezbarvené E 1

(pruhledné) objekty jsou pro svétlo téméF vSude
stejné prostupné, ale protoze jejich rizné ¢asti maji
riznou optickou hustotu, lomi svétlo kazda z nich
pod jinym uhlem. V dusledku toho se svételné
paprsky vystupuijici z preparatu lisi fazi svého
vinéni, amplituda zUstava nezménéna. Zména faze
svétla, ktera nastava pfi prachodu objektem, neni
zrakem primo viditelna. Nema-li tedy objekt detaily,
liSici se kontrastem, je pro lidsky zrak prahledny,
¢iry. U Fady biologickych objektl tyto vlastnosti
prevazuji a proto je zrakem obtizné identifikujeme. delka A
Mikroskop, vybaveny pro pozorovani ve fazovém

kontrastu, nam umozriuje pozorovat i takové objekty,

které zpusobuiji jen fazovy posun svétla. Hlubsi

poznatky o tomto principu jsou soucasti fyzikalni

optiky.

[] [] . i
400 nm S500 nm 800 nm

lIMetoda prevadi rozdily fazi na rozdily intenzit.



Fazovy kontrast

Na kondenzor se umisti maska s kruhovou sterbinou,
kterou pronika svetlo do objektu. V objektivu, v misté
obrazu kondenzorove masky, je umisténa fazova maska.

V miste sterbiny u kondenzorové masky je u masky fazove
naparena polopropustna vrstva kovu, ktera meni fazi svetla
o ctvrtinu vinove délky. Diky tomuto usporadani prochazi
nedifraktovaneé (neohnuteé) zareni ze zdroje (Stérbiny
kondenzorové masky) tou Casti fazové masky, ktera meni
fazi svetla. Ostatni vinéni, které se na objektu ohnulo a
nebo zlomilo, projde beze zmeny. Pri interferenci vin

v obrazové roviné se cCasti objektu, které ruznym zpusobem
meéni fazi svétla projevi ruznou intenzitou svétla. Tato
technika tedy prevadi rozdily v posunu faze svetla
prochazejiciho riznymi ¢astmi objektu, které nevidime,
na rozdily v intenzité svétla, kterou mizeme pozorovat.



Fazovy kontrast

Frits Zernike, 1934 - Nobelova
cena




Metoda fazového kontrastu
Frits Zernike, 1934 - Nobelova cena ZAIVQiZENi PRO FAZOVY KONTRAST

Karl Zeiss, Jena . i L. . _
zmena faze vinéni na zmeénu amplitudy

OBRAZOVA ROVINA
nedifraktované

g viditelné pro cloveka

F i
— Pravodni jev fazového
OHEJ;I\%]EX}& =z FAZOVA MASKA O ko Nntrastu:
OBJEKTIVU g
,aureola“ (hal6 efekt) —
; svetly obrys
PREDMETOVA ROVINA
KONDENZOR kolem Obj@ktu

KONDENZOROVA
MASKA



Objektivy pro fazovy kontrast - fazova destiCka

(pfevadi neviditelné fazové rozdily na
rozdily amplitudové)

Kondenzor - aperturni krouzek pro ruzné zvétseni

Centrovaci dalekohled - sefizeni fazovych prstencii
Zeleny filtr- 540 nm

fazova desticka (difrakéni ploSka
objektiv ( P )

-

" D— ;
-~ s "~ objekt

Q!*/O

kondenzor

apertura)



Serizeni fazovych desticek

Phase Contrast Optical System Alignment



http://www.microscopyu.com/tutorials/java/phasecontrast/microscopealignment/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/phasecontrast/phasemicroscope/index.html

prochazejici svétlo x fazovy kontrast



Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC)

- povrchova topologie objektu

kolem 1950, Georges Nomarski ein L
zvetseny obraz vzorku se jevi jako

mikroskop - 1959 Carl Zeiss Sikmo osvétleny trojrozmérny objekt

analyzator \ interference dvou lateralné
) posunutych obrazu a srovnani
Wollastondv hranol 7 fazovych rozdil( v celé plo$e obrazu

objektiv vzniknou dva identické obrazy objektu,

preparat které jsou vuci sobé lateralné posunuty

ruzna tloustka preparatu = fazové rozdily
kondenzor

WollastonGv hranol = rozdéleni polarizovaného svétla na
dvé slozky

polarizator — . )
linearni polarizace svétla




Olympus
Digital BX61
otorized
Fluorescence
and DIC Microscope

Jifferential Interference
Contrast Microscope
Configuration

North-South

- Analyzer

Prism
Shear Axis

_ Objective
~Nomarski
Prism

-Condenser
Nomarski
Prism

- Polarizer

East-West
Figure 1



Universal Condenser Turret DIC Configuration

Phase Contrast
. Annular Diaphragms
Figure 3 ~

3rightfield
Position

High Numerical
Aperture (Oil)

Medium and Nomarski Prism

Low Numerical
Aperture Nomarski
Prisms

Thumbwheel



Ancylostoma
duodenale

cervene Krvinky

prichytné svorky diplozoona
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Noveé technologie

 mikroskop s videokamerou

* spojeni pocitaCe s mikroskopem

- digitalizace a analyza obrazu 3
A

DIGITALNi MIKROSKOP Olympus MIC-D
Misto klasického pozorovani pomoci okularu
zobrazuje MIC-D na monitoru osobniho pocitace,
ktery je s mikroskopem spojen USB kabelem.
Protoze se jedna o digitalni obraz, jeho zpracovani
je velmi rychlé a snadné: uzivatel jej muze ulozit,
vymazat, upravit, vytisknout, umistit na web nebo
poslat e-mailem.



Cocka z kapky vody

Maly mikroskop

Model na zakladé Leeuwenhoekova mikroskopu si muzete snadno sestrojit. Jeden z
nejjednodussich se da vyrobit jen pomoci kancelarské svorky. Klestémi nejdriv svorku
narovnejte (na to je lepsSi pouZzit klesté s plochymi Celistmi). Jeden konec zahnéte do
smycCky. Ta by méela mit primér asi 1,5 mm a byt co nejkulatéjsSi. Snazte se pfitom moc
neposkrabat kov, ze kterého je smyCka vyrobena. Potom potrete smyCku trochou oleje nebo
sadla, aby dostala jemny povlak. Ponofte ji do vody (nejlépe destilované) a pak ji pomalu
vytahnéte ven. Kapka vody, ktera se na ni uchyti, bude fungovat jako ¢ocka. Neni tak silna
jako €oCky z Leeuwenhoekova mikroskopu, ale ma stejny sféricky tvar a bude zvétSovat 2x

nebo i vicekrat.
I'e O — _ l——b ;
|..‘- = — A

MUuzete si vyrobit i maly mikroskop, ktery se hodi na pozorovani drobnych vzorkl. Ustfihnéte
plechovy pasek o velikosti 10 cm * 2,5 cm napfiklad z néjaké plechovky od jidla. Pokud jsou
hrany ostré, zapilujte je. V kovovém pasku vyvrtejte uprostied dirku o priméru 2,5 mm. At
udélate tuto dirku jakymkoli zpusobem, snazte se, aby byla co nejkulatéjSi a byla bez
otfepul. Pro ocCisténi je dobré okoli dirky pfelestit smirkovym papirem. Potom odfouknéte
pripadny prach, ktery tam zustal.

Ohnéte konce kovoveho pasku dold, aby jste ho mohli postavit (jako stoleCek). Na pasek
dejte, stejné jako v predchazejicim pripadé, olej nebo sadlo a tuzkou pak preneste na tuto
dirku kapku vody tak, aby v ni zUstala. Na néjaké podlozky (napfiklad plechovky) polozte
kus skla, jak je to ukazano na obrazku. Opatrné pak pasek postavte do stfedu skla a davejte
pozor, at nevylijete "CoCku". Pod sklem podeprete malé zrcatko tak, aby se svétlo z ného
odrazelo nahoru skrz ¢oCku. Cokoli, co chcete prozkoumat (pyl, maly hmyz, zrnko soli nebo
pisku atd.), pak dejte pod CoCku. Zaostrujte jemnym zatlacenim na pliSek.

kapka vody ohnuty

Vyrobte si ,,mikroskop*

plechovka Zdroj: FyzZWeb






