Cviceni €.2 - Prace s optickym mikroskopem

I kdyz je mikroskop znam nékolik stoleti, dosahly mikroskopové techniky nejvétSiho rozvoje
v minulém stoleti. Podle nékterych zdrojii prvni drobnohled sestavil v roce 1590 v Holandsku
Zacharias Jansen, na jehoz podkladech pak v roce 1610 zkonstruoval mikroskop Galileo
Galilei. Jeden z jednoduchych mikroskopt sestavil v roce 1676 také holandsky obchodnik a
védec Anton van Leeuwenhoek, jehoz prace pattily k vrcholiim mikroskopického pozorovani
17. stoleti. K vyznamnym dilim patii ,,Micrographia“ Roberta Hooka, ktery v ném popsal v
roce 1665 konstrukci mikroskopu s oddélenym objektivem, okuldrem a osvétlovacim

zatizenim. Jako prvni zahéjila vyrobu mikroskopt firma Carl Zeiss v roce 1847.

Pti studiu vlastnosti predméti vySetfovanych pomoci mikroskopu se pouziva celd tada
technik (metod) a to v zévislosti na charakteru zkoumaného objektu. V optické (svételné)
mikroskopii se vyuziva elektromagnetické zatfeni, jehoz vinova délka se nachazi v oblasti 180
nm do 1300 nm. Pfi interakci elektromagnetického zareni se zkoumanym objektem dochazi

ke zméné charakteristik zafeni, napt. amplituda, polarizace, faze a frekvence (vinova délka).

Pomoci mikroskopu ziskame kvalitativni obraz objektu a informaci o struktuie, kterou nelze
pozorovat pouhym okem. Je vSak tfeba zdlraznit, Ze kvalita ziskanych informaci je zcela
zavisla na kvalité optickych soustav (objektivil, okulart, kondenzort, filtrG apod.) pouzitych v

daném mikroskopu.

Mikroskopové metody se vyvijely postupné a v fad¢ ptipadd byl jejich rozvoj podminén
stavem védy a techniky v daném casovém obdobi. Fyzikdlnim zakladem fady
mikroskopovych metod je princip superpozice elektromagnetickych poli, jejichz vlastnosti
jsou ovlivilovany jednak vySetfovanym predmétem, jednak fizenym zasahem do vlastnosti

pole (amplituda, polarizace, faze, frekvence) v zavislosti na dané mikroskopové metode¢.

Mezi prvni mikroskopové metody patfilo barveni biologickych preparati vhodnymi barvivy,
coz zpusobilo ovlivnéni amplitudy svétla proslého preparatem, ktery pak byl snadno
pozorovatelny a jeho jednotlivé struktury byly vziajemné barevné rozliSeny. Nevyhodou

tohoto zptisobu bylo to, Ze pfi procesu barveni byly biologické preparaty veétSinou usmrceny.

Metoda Sikmého osvétleni je dalS$i metodou, kterd ndm umoziuje “zkontrastnit™ pozorovany
pfedmét. Jeji princip spocivd v tom, Ze do pifedmétové ohniskové roviny kondenzoru
umistime clonku s kruhovym otvorem vhodného priméru, jehoz stied lezi mimo optickou osu
kondenzoru a kterou lze volné otacet. Na predmét pak z kondenzoru dopadé Sikmy svazek

pod urcitym smérem, coZ ma pro pozorovatele ten efekt, ze se mu predmét jevi “plasticky* a



je dobie viditelny. Vhodnym natocenim clonky a vhodnou volbou priiméru otvoru v clonce
lze tento efekt optimalizovat pro dany piedmét. Tuto metodu lze snadno realizovat u
mikroskopl opatfenych tzv. velkym Abbeho osvétlovacim aparitem (kondenzor doplnény

vysunovaci irisovou clonou).

Pozorovani objekti v polarizovaném svétle je zékladem polarizaéni mikroskopie, ktera
nachazi Siroké uplatnéni zejména v mineralogii. Pozorujeme — li dvojlomny objekt v bilém
svétle a umistime — li jej mezi dva polarizatory, jejich propustné sméry spolu sviraji néjaky
uhel, potom se nam predmét jevi v rliznych mistech rizné zabarven v zavislosti na tom, jak
velky je dvojlom v daném misté predmeétu.

Klasicky mikroskop zobrazuje vzdy cely objem predmétu, piiCemz ostra (dostatecné
kontrastné zobrazend) je jen urcitd objemova vrstva tohoto predmétu, jejiz tloustka zavisi na

hloubce ostrosti mikroskopového objektivu a akomodacni hloubce ostrosti pozorovatelova

oka. Ostatni ¢asti jsou neostré a pozorovatel musi provadét zaostieni (posunem objektivu viuci
predmétu), chee — li pozorovat jinou vrstvu predmétu. Do pozorovatelova oka se vSak dostava

svétlo 1 z jinych ¢asti pfedmétu a obraz je tedy zatizen Sumem.



Graficka konstrukce optického zobrazeni mikroskopem:
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kde y a y0 oznacuje zvétSeni objektivu a okularu, f je obrazova
ohniskova vzdalenost objektivu, f0 je predmétova ohniskova

vzdalenost okuldru, A je opticky interval mikroskopu a d je

konvencni zrakova vzdalenost.
Optickym mikroskopem se bézné dosahuje zvétSeni 50x az 1000x.
Maximalni teoretické zvétSeni je asi 2000x a to jiz nardzi na

fyzikélni bariéry kviili omezeni délky svételnych vin.

Zakladni ¢asti mikroskopu:

e Binokuldrni (monokulédrni) hlavice s okuldrem

e Revolverova hlavice se ctyfmi objektivy

e Stativ — zdkladna se zabudovanym osvétlovacim systémem, drzak stolku, zaostfovaci

mechanismus

e Kjfizovy stolek — posun preparatu v kolmych smérech, velikost pohybu objektu lze

odecitat na stupnicich a noniich na obou osach




e Abbéluv kondenzor s irisovou aperturni clonou a vyklopnou objimkou pro vlozeni

svételného filtru

Popis a princip Cinnosti: opticky systém mikroskopu se skladd z osvétlovaci a pozorovaci

casti.
V osvétlovacim systému mikroskopu je svétlo LED diod optickou cestou pfendsSeno do roviny
aperturni clony kondenzoru. Svételnou cestu lze regulovat pomoci Abbéova kondenzoru a

dale je mozno pomoci prstence na kondenzoru ovladat aperturni clonu, ktera slouzi k regulaci

mnozstvi svétla, regulujeme tedy jas a kontrast zobrazeni.

Pozorovaci systém mikroskopu zahrnuje revolverovou hlavici s vyménnymi objektivy,

binokularni hlavici a okulary.

Vybér objektivu: pozorovani by meélo zacit s objektivem nejmensiho zvétSeni, ktery se

pouziva k vybéru casti objektu, ktera se bude podrobné¢ji zkoumat. Kterykoliv okulér Ize
pouzit s libovolnym objektivem, ze zacatku se doporucuje pouzit okular WF 10x, ktery ma
vétsi zorné pole. Po vybéru casti objektu ke studiu s objektivem 4x a 10x nastavte tuto ¢ast
do stiedu zorného pole. V opacném piipadé¢ se muze stat, ze pii pouziti objektivu vétsiho

zvetSeni bude vybrana ¢ast mimo zorné pole.

Ukol: 1 Pfipravte si vlastni preparat a vlozte jej na podlozni skli¢ko.
Ukol: 2 Pozorovanou strukturu zakreslete a popiste.

Ukol: 3 Pozorujte ptipravené vzorky, zakreslete jejich strukturu.

Laboratorni protokol:

Titulni strana: ndzev experimentu
jméno studenta (nebo ¢lenii pracovni skupiny)
datum

Vlastni protokol: kratky popis testovanych materialt
popis pouzitych experimentalnich metod
seznam pouzitych pomiicek a pfistroji
naméfené hodnoty a pouzité konstanty
vypoctové a vysledné hodnoty
vyhodnoceni



