OPTICKA MIKROSKOPIE | orvire-20te




OPTICKA MIKROSKOPIE — LIDSKE OKO

Oblast vidéni:
» Fotopické (denni)

* Barevné vidéni

» ZajisSténo Cipky

( * Vnimany jas min. 102 cd/m?
bélima ' 4 « Vjem vinové délky 400-750 nm
. b * Max. citlivost 555 nm

* Plna adaptace 20-60 s.

pfedni oéni komora._ rohovka stfedni vrstva
komorova voda oc¢ni koule

zadniocéni komora
duhovka

rasnate
télisko

. 4 Vé

» Skotopicke (noc¢ni vidéni)
* Vnimani pouze jasu
« Zajisténo tyCinkami
S « Vnimany jas min. 103 cd/m?
orokrvie &> i . Max. citlivost 555 nm
o « PIna adaptace 40-60 min.




OPTICKA MIKROSKOPIE — LIDSKE OKO

Cocka milize prostfednictvim cilidrniho
o aparatu menit zakfriveni (akomodaci) a
zosien  tim | optickou mohutnost. (Akomodace

zajistuje ostreni na riznou vzdalenost)

vzdaleny
bod

Blizky bod - (maximalni akomodace
blizky CoCky) je nejblizSi bod, pfi kterém lidské
wegbed ko vidi ostfe. U zdravého dospélého

Clovéka je cca 25 cm.

Vzdaleny bod — nejvetsi vzdalenost, od
které oko vidi ostfe bez akomodace tzn.
zaostfreno na nekonecno. U dospélého
Clovéka od 5 m.

Retina
The Human Eye

Eye Muscle

Iris
Cornea

RozliSovaci schopnost lidského oka je
cca 0,2 mm (pfi vzdalenosti predmétu od
oka 25 cm).

e Oko tvori spojnou optickou soustavu s

Optic meénitelnou  ohniskovou  vzdalenosti.
horve Vznikly oraz je zmenSeny, pfevraceny a
skutecCny.

Lens

Figure 1



OPTICKA MIKROSKOPIE

Mikroskop — zafizeni, které pouzivame k pozorovani pfedmétu, které
nejsme schopni spatrit pouhym okem.

Opticka soustava mikroskopu:

Objective lens °
Specimen

Condenser lens

Light source

Objektiv — soustava ¢ocCek s velmi
kratkou ohniskovou vzdalenosti.
Zobrazuje predmét prevraceny,
skuteCny a zvétSeny.

Okular- soustava cocCek. Vytvari
obraz zdanlivy, pfimy a zvétSeny.

Kondenzor - je zjednodusSené
osvétlovaci soustava mikroskopu.
(Ve skuteCnosti ma konstrukce
kondenzoru vyznamny vliv na
kvalitu zvétSeni a zobrazeni
zkoumaného predmétu.)
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Rozli§ovaci schopnost mikroskopu — schopnost odlisit od sebe dva i ™\
body. Je dano predevSim vinovou délkou zafeni, které prochazi |
mikroskopem. U sveételné mikroskopie je priblizné 0,25 pm. (cca |
1000x vice nez u lidského oka) :

ZvétSeni mikroskopu — Maximalni uzite¢né zvétSeni je az 2000x. I oblekt

(Maximalni uziteCné zvétSeni je vSak silné zavislé na konstrukci mikroskopu.) 2]



OPTICKA MIKROSKOPIE - OMEZENI

Bodova rozliSovaci mez oka je cca 0,2 mm
Bodova rozliSovaci mez mikroskopu je cca 0,002 mm

Objektiv ma tim lepsi rozliSsovaci schopnost, ¢im blizsi dva body
dovede rozlisit, neboli €¢im je vzdalenost ,,d“ mezi nimi mensi.

Mez rozliSeni mikroskopu (ovliviiuje):
Ohyb a interference svétla
Numericka apertura
Kondenzor
Vady CocCek

Ohyb a interference - d = A/ NA
je dano vinovou délkou svétla a numerickou aperturou

Numericka apertura (NA) - NA = n*sina

Bezrozmérné Cislo; dano kvalitou objektivu a indexem lomu prostredi.
Nejlepsi objektivy maji NA cca 1,3)
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OPTICKA MIKROSKOPIE - OMEZENI

Kondenzor - d = M(NA,,; + NA,,)

Ma za ukol efektivné koncentrovat svételny tok do roviny preparatu a do
vstupni pupily objektivu. V praxi jde o technicky problém konstrukce

kondenzoru, jeho nastaveni a kvality provedeni.

Vady ¢oCek (zakladni)

I| |I o - \:“:HHHH:HH.H
|III II| ___..____-"__:-__"'-'-'-:;- \‘\\EH
Sféricka aberace - svételné Chromaticka aberace — ohniskova

paprsky na okraji CoCky se lamou vzdalenost CoCky je zavisla na
vice, nez pobliz jeji opticke osy. vinové délce zareni.
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OPTICKA MIKROSKOPIE - OMEZENI

UziteCné zvetsSeni mikroskopu — Z siezne= dro/d

min.

dg o (rozliSovaci schopnost lidského oka (200um; 25 cm)
d..i,. (rozliSovaci schopnost objektivu; pro nejlepsi apertury je to cca 0,17 uym)

Celkové uziteCné zvétSeni mikroskopu (zjednoduseng)
V praxi se jedna o zvétseni, ktereé jesté vede k pozorovani novych podrobnosti.

V pfipadé, Ze se vzrustajicim zvétSenim nepozorujeme zadné nové detaily, ale
pouze zvétSeny obraz, jedna se o prazdné zvétSeni. (da se zjednodusene
pripodobnit k digitalnimu zoomu)

Z sieene celkove— (ZVetSeni objektivu x zvétSeni okularu) x NA

V praxi plati pro klasické svételné mikroskopy Z = (500 az 1000) x NA

uzitecné celkové —



OPTICKA MIKROSKOPIE — ZOBRAZOVACI METODY

Eye Eyepiece

Objective
“\ - Condense

Filter — = s

Holder.”

Stage

Zobrazovaci metody: Darkfiéld Brightfield
Metoda svételného pole (brightfield)

— Je metoda prochazejiciho svetla, tedy svetlo prochazi vzorkem. Vzorek
ma pak tmavé obrysy a nachazi se ve svéetlém poli.

Metoda tmaveého pole (darkfield)

- do roviny vzorku vstupuji svételné paprsky Sikmo. Vzorek je tedy osvétleny
ze stran do objektivu vstupuje jen svétlo rozptylené vzorkem. Vzorek se tedy
jevi jako ,svitici“ na tmavéem pozadi.




OPTICKA MIKROSKOPIE - METODY

Mikroskopie fazového kontrastu

Metoda slouzi ke zvyrazneni
kontrastu a pruhlednych struktur.
Vyuziva se napriklad v biologii
pro zobrazeni bunécné struktury.

Polarizacni mikroskopie

Analyzujeme polarizované svétlo
— 1. vzorky schopné stacet
rovinu polarizovaného svétla.
(Nachazi vyuziti v geologii nebo
materialovém inzenyrstvi pro
studium krystalickych rovin)




OPTICKA MIKROSKOPIE - METODY

Ultrafialova mikroskopie
Zdroj svétla je v oblasti UV — zvysSuje rozliSovaci schopnost mikroskopu

(Casto najdeme ve spojeni s fluorescencni mikroskopii)

InfraCervena mikroskopie

Zdroj svétla je v IR oblasti — na principu absorpce IR zafeni. (Casto se
pouziva v kombinaci s termickou analyzou nebo IR spektroskopii.)

e
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OPTICKA MIKROSKOPIE - METODY

Fluorescencni mikroskopie

Na principu analyzy emitovaného zareni barvivem. Jako zdroj se pouziva
zareni o kratsi vinové délce napf. UV dioda, laser. Ma dulezité uplatnéni v
biologii pro studium bunécnych struktur.




OPTICKA MIKROSKOPIE - METODY

Konfokalni laserova mikroskopie — —

Ly . . v, v Detector
Konfokalni mikroskop je vyuzivan pfi ——
studiu povrchovych vlastnosti materialu pinholes — i m— — =
a meérfeni vysky strukturnich elementu.
Ma vyssi rozliseni nez klasicky svételny
mikroskop. |
Zdrojem svétla je laser. I

Konfokalni mikroskop s rozmitanym

| C— "

Dichroic
mirror

laserovym paprskem oznacCujeme jako Objective

CLM (LSCM). Rastrovani probiha

posouvanim paprsku pomoci clony 3D sample

postupné do vSech bodu roviny v ose Z. Focal point %

Pokud je postupné nasnimano
dostateCné mnozstvi rovin, je mozné
pomoci pocitaCe slozit 3D model
preparatu.

Lze kombinovat s fluorescencnimi
technikami pro biologické preparaty.




