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ProC svetelna m
e V soucasné dobé je opticka mikroskopie, jednou z
hlavnich metod pozivanych ve vyzkumu a diagnostice
v nejruznéjsich oborech (fyzika, chemie, prumyslova
vyroba, biologie a medicina).

AMERICAN

ASSOCIATION FOR THE

ADVANCEMENT OF

SCIENCE-
6 May 1994 $6.00
VOL. 264 = PAGES 745-876



krok

hytil-chemicke-vazby-v-

cantilever

surface _
T tlp

h molekulach pomoci

yezkontaktni

\FM)

 AMF: hrot zakoncen 1 molekulou oxidu uhelnatého
(CO) - osciluje s miniaturni amplitudou nad
pozorovanym vzorkem (méri sily mezi hrotem a
vzorkem (napr. molekulou) a vytvari se obraz)

e Zakonceni hrotu oxidem uhelnatym funguje jako
silna lupa, ktera odhaluje atomarni strukturu
molekuly v€etné jejich vazeb.



Co je svétlo?

* Fyzikalné se je podarilo objevit az ve 20. stoleti

* Objev fotonu souvisi s historii vyzkumu podstaty svétla.
e Od17.do 19. stoleti - dveé teorie vysvétlujici vlastnosti svétla

— 1. Newtonova (korpuskularni) teorie - chape svétlo jako proud castic

— 2. Huygensova (vinova) teorie - svétlo chape jako vinéni svétového éteru

proud
castic

(foton)

@ J. C. Maxwell

soucasné castice i vina —
korpuskularné vinovy dualismus %
(¢asticové vinovy dualismus) . “
A. Einstein L. de Broglie




Co je svetlo?

e Video: http://virtual.itg.uiuc.edu/training/LM tutorial/

* K vyzareni nebo pohlceni fotonu dochazi pri
prechodech mezi energetickymi hladinami atomu

(foton vznika, kdyz se elektron vrati do puvodniho

A Y . increas!
stavu poté, co byl "vyrazen" g sty enery

na vyssi orbit jinym fotonem)



http://virtual.itg.uiuc.edu/training/LM_tutorial/

Refrakce

e Lom svetla

index lomm

vzduch 1.0003
voda 1.333
kremenné sklo 1,520
olowvnaté sklo 1,656
diamant 24217
1merzni ole; 1,515
glycerol 1,473
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Difrakce .
e ohyb svétla || @)
* pri prechodu malym 7

otvorem nebo vedle na bodoveé Stérbiné
okraje prekazky
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* Viz dale u fazového li'
kontrastu !
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na malé Stérbiné



http://www.pf.jcu.cz/stru/katedry/fyzika/prof/Tesar/diplomky/obr_dopl_optika/optika/mikroskopy/optik_soustava/faze.htm
http://www.pf.jcu.cz/stru/katedry/fyzika/prof/Tesar/diplomky/obr_dopl_optika/optika/mikroskopy/optik_soustava/faze.htm

Opticky mikroskop

* pro vizualizaci vyuziva svételnych paprsku
* jednoduchy mikroskop - 1 cocka

* slozeny mikroskop - 2 sady cocek a okular a
objektiv

1676 - holandsky obchodnik a védec Anton van Leeuwenhoek



Historie

1. cocka — kapka vody
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Mala kapka vody ma uplné stejnou funkci
jako sférické ¢oCky a umoznuje dosahnout
velkého zvétseni pozorovaneho objektu
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Historie

* Nimrudska cocka: nejstarsi predmet slouzici
podobné jako dnesni brylové cocky




Nimrudska cocka
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e archeolog: Sir A. H. Layard (1850) s, A
* v oblasti Asyrie - Nimrud (dne3ni irak)

odhadované stari - asi 3000 let.
* mozné pouziti: zvétSovaci sklo, podpalovani ohnid,

sklo z dalekohledu rozméry
Pramér: 1,25 cm

http://www.britishmuseum.org/research/sea | 1'oustka: 0,25 cm (max.)
Délka: 4,2 cm

rch_the collection_database/search_objec Sitka:
. T , _ irka: 3.45 cm
t details.aspx?objectid=369215&partid=1: Délka: 12 cm (ohniskova vzdalenost)



http://books.google.cz/books?id=1KITAAAAYAAJ&pg=PA674&dq=british+museum+lens+layard&hl=cs

Starovek (3. stol. pr. n. |.)
Pocatky optiky — zrcadla z médi a bronzu
Prvni teorie o puvodu svétla a vidéni

(fecti filozofove-Pythagoras, Démokritos,
Platon; studium lomu svétla (Eukleidos,
Ptolemaios)

Rekové: sklenéné koule
naplnéné vodou / /4 “
Plinius — sklenéné cocky '



* Mikroskop slozeny z objektivu a okularu se zrodil na
prelomu 16. a 17. stoleti

e Spolehlivé neni znam ani rok vynalezu, ani jméno
vynalezce: ?Galileo Galilei (hvézdar) vs. otec a syn
Hans a Zacharias Jansenové (vyrobci bryli)

The First
Compound
Microscope
(circa 1595)



e poprvé zkonstruovali

mikroskop slozeny e
Z vice cocek } I s |

* Mikroskop zveétSoval 60x (jejich krajan Jan
Swammerdam (1637-1680) — pozoroval
cerveneé krvinky)

* O vynalezu existuje pouze zaznam z pozdejsi
doby v dilech spisovatelu Pierre Borela (1620-
1671) a Willema Boreela (1591-1668).



Galileo Galiei (1564-1642)

* RUzné udaje:

— 1609: zkonstruoval prvni mikroskop slozeny ze
spojky a rozptylky, nazval ho occhiolino

— 1610: obratil dalekohled okularem dopredu
a pozoroval jim musi oko
* 1612: Galileo Galiei predvadi své occhiolino
polskému krali Zikmundovi lI.



Cornelius Drebbel (1572-1633)

* 1619 - pfedvadiv Londyné iz it 7570
mikroskop zalozeny na b 1?{,%
iweh Eodks s
dvou spojnych cockach g{—;’_@g‘;_j{g
13

» osobni lekar papeze Urbana VIII.

* 1625 pouziva poprvé slovo mikroskop
odvozeneé od slova teleskop.




Robert Hook (1635-1703)

e 1665 traktat Micrographia
(0 mikroskopickém pozorovani
rostlinnych tkani a struktury
mineralu)

Figure 1-8a Brock Biology of Microorganisms 11/e

Figure 1-8b Brock Biology of Microorganisms 11/e © 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
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Antony van Leeuwenhoek

z Leydenu (1632-1723)
obchodnik se suknem
Zpoc&atku amatérsky brusi¢ Coek &

Za zivot pry vyrobil 500 mikroksopu s 1 S|Ine
zvetsujici cockou

Rozlisovaci schopnost jeho ¢ocek lepsi nez
tehdejsi slozené mikroskopy (do vynalezu JJ
Listera 1829 — achromaticky objektiv) .. = .

popsal chovani lidskych spermii
Critt
prvni vidél jednobunécné organismy | \Lj
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Leeuwenhoek's Bacteria

MICROSCOPE



Figure 1-9a Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

Pavpdni kresby mikroorganismu

A

Figure 1-9b Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.



Marcello Malpighi (1628 - 1694)

e 1661 nalezl diky mikroskopu krevni kapilary

Giovanni B. Amici (1768 — 1863)

* jtalsky prirodoveédec [[/

Y i

* Diky nému tvar mikroskopu, jak ho '
zname dnes “? .

#7% Ernst Abbe (1840 — 1905)
W ydruhé poloviné devatenactého stoleti
zkonstruoval optické zarizeni mikroskopu



Historické mikroskopy — prehled:

* http://microscopist.net/Links.html



http://microscopist.net/Links.html

Mikroskop ze smartphonu

Using only $10 worth of material, a
smartphone can be used as a digital
= microscope capable of 175x magnification.

Navod: http://www.instructables.com/id/10-Smartphone-to-digital-microscope-
conversion/
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Navrh na doméci pokus: staci pridat kapku vody ...

* http://en.rocketnews24.com/2012/03/15/it-really-works-turn-vour-iohone-into-a-
microscope-with-just-a-drop-of-water/ - |
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http://blogs.scientificamerican.com/compound-eye/2012/03/12/transform-your-
iphone-into-a-microscope-just-add-water/
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Mikroskop z kapky vody - s vodni éoekou

e ZvétsSeni kolem 110 (1,5 mm primeér vodni
cocky) az 80 (2,0 mm prumér vodni cocky).




Navod na sestaveni vodniho mikroskopu

 Material a nastroje: Plastova lahev o objemu
1,5 |. Cerny popisovac, pravitko,paratka, maly
zasovbik na vodu a nuzky
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Rozfiznéte 1,51 ldhev jak je Zahladte horni a dolni okraj Prefiznéte kolmo v protilehlych
ukazano na obrazku. ldhve. Mély by zlstat pouze rozich ¢ast ldhve. Mély by
dvé drazky. vzniknout dva L tvary.



Vyberte si jeden tvar L a Zahnéte pasek jak je na Zadni stranu pasku nabarvéte
upravte ho jak je uvedeno na obrazku vyse, aby vznikla ¢ast ¢ernym lihovym popisovaéem.

obrazku vyse. pro umisténi kapky. Ponechte 1.5 mm  kruh
prahledny kruh ve stfedu
zaCernéné casti.  Zahaknéte

pravy konec pasku za bazi.

@

Obratte mikroskop. Umistéte pozorovany objekt (napf Pridejte kapku vody (napr
tenkou rostlinnou tkan - epidermis .paratkem).
cibule) pravé nad dirku v cerném
pasku.



Prikryjte tkan 8 mm x 10 mm rovnym
plastovym "krycim sklickem", ktery
Ize vystfihnout ze stejné lahve.

1.5~ 2. Omin
lens tray

Opét otocte mikroskop. Za pouziti
napf. paratka umistéte malou kapku
vody 1.5 az 2.0 mm v prdméru a
avytvorte tak vodni ¢ocku nad dirkou
v ¢erném pasku.

Pokuste se nékolikrat o dokonalou
kapku.

Namirte vodni ¢ocku k svému oku a
dno baze ke zdroji svétla. Vyrovnejte
zaostreni lehkym mackanim a
uvoliovanim pasku s kapkou.



Domaci laserovy projekcni mikroskop
(VIDEO)

http://www.rozhlas.cz/meteor/magazin/ zprava/domaci-laserovy-mikroskop-video--1080634
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Navody na laserovy kapkovy mikroskop

http://gammacephei.wordpress.com/2011/12/24/laser-microscopy-in-20-minutes/
http://www.youtube.com/watch?v=Efiss38x2C8
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Biologicky mikroskop Olympus CX31



http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CDoQFjAB&url=http://www.olympus.cz/microscopy/en/microscopy/hidden_misd/download_jsp.jsp?link=/medical/rmt/media/content/content_misd/documents_2/manuals_2/CX31__manual_001_V1_SK_20100129.pdf&ei=OilsUv6PMoWStAaIkICgDA&usg=AFQjCNF3VcQsPqU7HvnrKUGfn357pAss5g&bvm=bv.55123115,d.Yms&cad=rja

Uvedeni mikroskopu do provozu

* Pred zapnutim mikroskopu kolébkovym
spinacem (1) se presvédcte, ze napéti
privadené ke svételnému zdroji je stazeno na
minimum, tedy Ze otocny potenciometr (2) je
nastaven na hodnotu 1.

* Teprve po zapnuti spinace (1) je mozné
zvysovat napéti (otaceni potenciometru ve
sméru Sipky) a tedy intenzitu emitovaného
svétla.

e Otoclny potenciometr pouzivejte i v prubéhu
mikroskopovani k uprave svételné intenzity,
napt. vzdy pri zméné objektivu.




* Na pracovni stolek mikroskopu vlozte
pripraveny preparat tak, ze pomoci packy (1)
odklonite drzak preparatu (3). Zaostrete na
preparat pomoci ostriciho Sroubu (2).




* Pro posouvani preparatu po pracovnim stolku
mikroskopu pouzivejte mechanismus

IV

krizového posunu (viz Sip




* Pro jemné doostreni preparatu pouzivejte
sroub jemného zaostreni (1).




Centrovani a nastaveni vysky kondenzoru

* Pro centrovani pouzijte objektiv 10x. Zaostrete
na preparat a privrete kolektorovou clonu (1)
témeér k minimu.

e Otevrete na maximum aperturni clonu packou
na predni strané kondenzoru.

* Nastavte vysku kondenzoru pomoci
sroubu (2) do takové pozice, v niz
hrana kolektorove clony pozorovana v
okularu bude co nejvice zaostrena
(bude viditelny nejmensi barevny
rozptyl svetla, témer v horni poloze
kondenzoru).




 Pomoci centrovacich sroubu vycentrujte kondenzor tak, aby
obraz kolektoroveé clony byl ve stfedu zorného pole okularu.

* Jako kontrolu pouzijte postupné otevirani kolektorové clony,
kdy postupné se rozsirujici svetlé pole musi presnée vyplnit
zorné pole - v pripadé potreby lze pozici kondenzoru jemné

zkorigovat centrovacimi Srouby obraz kolektoravé clony

zorné pole v okularu




Nastaveni aperturni a kolektorové
clony pri mikroskopovani

* Kazdy objektiv je charakterizovan nékolika
znaky, z nichz nejdulezitéjsi jsou hodnoty
zvetseni a numerické apertury.

Numericka apertura (NA) vyjadfuje v
mikroskopii u€innou svételnost
objektivu. Je to bezrozmérné Cislo,

zvét€eni

které Ize vyjadfit matematickym zapisem
NA = n sin 6,

kde:

n je index lomu prostredi prfed

. objektivem,
\ PlanC | numericka apertura 6 je polovina vrcholového Uhlu kuzele

o0 10 1 paprsku vstupujicich do objektivu.
\\ o // Numericka apertura je tim vétsi, ¢im
S vétsi je sinus vrcholového uhlu
\_j/ kuzelu paprski, které mize objektiv
zpracovat a u nejkvalitnéjSich objektiva

byva asi 1,3 az 1,4.




e Otevrenost aperurni clony umisténou na kondenzoru
nastavime pomoci packy (2) maximalné na hodnotu
numerické apertury objektivu, ktery prave
pouzivame.

e S postupnym uzaviranim aperturni clony se zvysuje
hloubka ostrosti a zvysuje kontrast, postupné vsak

vystupuiji i rizné necistoty nebo nezddouci vrstvy
bunek.

» Obvykle byva dosazeno

l
|
hodnote nastaveni aperturni =t J{E
clony na 70 az 80 % _

e
numerické apertury g&fﬁ -—%:_‘__

e

pouzitého objektivu.



* Kolektorovou clonu nastavime otacenim jejiho
prstence (1) tak, aby svéetlo prave vyplnovalo
celé zorné pole okularu.




KOHLEROVO OSVETLENI

technika pro rovhomeérneé
osvetleni vzorku
nejednotnym zdrojem
svétla (napriklad
spiralovym vlaknem
iérovky)
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August Kohler (1866-1948)
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Nastaveni Kohlerova osvetleni

1. Umistime preparat na stolek mikroskopu a zaostfime s
objektivem 10x.

2. Uzavreme polni clonu svételného pole

3. Kondenzor zvysujeme nebo snizujeme tak dlouho, az vidime
obraz clony svételného pole ostre ohraniceny. To nastava vétsinou v
pripade, kdyz je kondenzor znacné vysoko.

4. Clonu svételného pole pak otevireme co nejvic, aby se okraje
jejiho obrazu dotykaly okraje zorného pole.

5. Pokud obraz clony nelezi uprostred svetelného pole, posunujeme
jej (centrovacimi Srouby kondenzoru) do stredu zorného pole tak
dlouho, az se vSemi svymi vrcholy dotyka obvodu.

6. Ma-li kondenzor stupnici numerické apertury, nastavime na ni
hodnotu priblizné % numerické apertury objektivu.



* Vysledkem Kohlerova nastaveni je
rovhomeérné a maximalni osvetleni
pruhledného preparatu, leziciho v
predmetové roviné.

* Soucasne by méla byt dosazena nejlepsi
kombinace mezi rozlisovaci schopnosti a
kontrastem.



