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ANOTACE

Tato bakalarska prace piiblizuje problematiku svételné mikroskopie pro Siroké
spektrum Gtenait. Cést této prace je vénovana zakladnim pojmim spojenym s pozorovanim
pomoci mikroskopu. Dalsi kapitoly jsou vénovany pozorovacim technikdm svételné
mikroskopie - svétlé pole, tmavé pole, Sikmé osvétleni, Rheinbergovo osvétleni, fazovy
kontrast, diferencialni interferenéni kontrast, polariza¢ni mikroskopie a fluorescence.

ANNOTATION

This bachelor’s thesis describes problems of light microscopy for readers. Part of this
bachelor’s thesis is dedicated to basic terms of the light microscopy. Next chapters
are dedicated to observing techniques - brightfield illumination, darkfield illumination,
oblique illumination, Rheinberg illumination, phase contrast, differential interference contrast,
polarized light microscopy and fluorescence illumination.
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UvVOD

Tato bakalafskd prace je vénovana svételné mikroskopii, zejména zakladnim pojmiim
optiky a pozorovacim technikam, které se uzivaji ve svételné mikroskopii. Kromé vypracovani
textové prace spocivalo zadani také Vv pozorovani typickych vzorkti Vv odrazeném 1
prochazejicim svétle. Prace je psana pro Ctenare, kteti by chtéli ziskat zakladni a zaroven
zajimavé znalosti tykajici se svételné mikroskopie.

K pochopeni pozorovacich technik byla prvni Cast této bakalaiské prace zasvécena
zékladim fyzikéalni optiky. Tato pasaz byla vénovana prvkiim spojenym S pozorovanim
mikroskopem, jako je lidské oko, viditelné svétlo, zakony odrazu a lomu, difrakce, interference
a polarizované svétlo. V dalSich kapitolach se postupné pifechazi k tématim tykajicim se
mikroskopti a pozorovacich technik, které byly hlavni naplni této prace. Na Ustavu fyzikalniho
inzenyrstvi bylo vytvofeno také mnoho snimkill z pozorovani jednotlivych vzorkl. Zejména byl
vyuzit mikroskop Nikon Eclipse L150, viz obrazek na této strang.

Svételna mikroskopie je 1 v dnes$ni dobé rozsifend, avSak omezend povahou svétla, které
nas pii pozorovani zna¢né limituje (velikost zvétSeni a rozliSeni obrazu). Nicméné i tak je
svételny mikroskop v mnoha aplikacich velmi uzitecny, a proto mikroskop vyuZivajici
viditelné svétlo je stale vyuzivan.

NIKON ECLIPSE L 150
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1. POZOROVANI SVETA KOLEM NAS

Jeden z péti smysla, kterym vnimame nase okoli, je zrak. Prostfednictvim tohoto
cenného smyslu vnimame az 80% vSech informaci [11]. Zbylych 20% piipadad na ostatni
smysly jako je sluch, hmat, ¢ich a chut. Budeme-li mit stejny vyhled, jako je vidét na
obrazku 1.0, uvidime louku a v dalce obrysy lesa. Je t€Zké poznat druhy stromi, které rostou
v dali. Vsechno splyva v jeden celek, protoze nase lidské oko neni schopno rozeznat jednotlivé
stromy. Chceme-li vidét pozorovany predmét ve vétsich detailech, musime se k nému dostat na
kratsi vzdalenost. Pfijdeme-li na kraj lesa, tak jiz rozezname smrky, jedle, borovice a podobné.
Pijdeme-li déle do lesa, tak si mozna vSimneme, Ze nckteré stromy vypadaji zdravé, ale jiné
jsou tieba suché a evidentné stradaji. Kdyz se pfiblizime ke straddajicimu stromu, tak mozna
uvidime né&jaké Sktdce. Pii bliz§im zkoumani parazita uvidime jeho hlavicku a malé koncetiny.
Avsak i z této kratké vzdalenosti nAm mnoho detailti unika. Do této chvile se dafilo ziskavat
vétsi zobrazeni postupnym piiblizovanim pozorovaného piedmétu k naSemu (pozorovatelovu)
oku. To vs8ak nelze praktikovat do nekonec¢na.[3]

Obrazek 1.0 — Pohled na krajinu lidskym okem.

Kazdy si muze udélat jednoduchy pokus, ktery ho nebude nic stat. Kdyz napiiklad
¢teme noviny, tak je drzime v jisté vzdalenosti od svych o¢i. Jestlize budeme noviny pomalu
piiblizovat k o¢im, skutecné se bude text zvétSovat, nicméné po chvili se zacne obraz stavat
rozostfenym a naSe oko nebude schopno text rozpoznat. Jsme tedy limitovani parametry
naseho oka. Vzdalenost pro pozorovani maximalnich detaili se ulidi pohybuje okolo
25 centimetra (vzdalenost blizkého bodu). [2]

15



Q_

SVETELNA MIKROSKOPIE A JEJi APLIKACE '@E;

T
EZ)N
HE
2. LIDSKE OKO A VIDENI

Oc¢ni soustava sama o sob¢ tvoii opticky pfistroj, bez kterého by vnimani okoli bylo
podstatné horsi, nebot’ Clovek ziskdva nejvice informaci pomoci zraku. S absenci vidiciho oka
by optické pristroje, jako je dalekohled ¢i mikroskop, byly zbytecnosti. D4 se fict, ze tyto
zminéné piistroje tvoii nastavbu lidského vidéni, nikoliv vSak samostatnou soustavu.

Lidské oko na obrdzku 2.0 ma ptiblizn€ kulovity tvar o priméru pfiblizné 25 milimetrt
a je umisténo v lebecni dutin€, kterd umoziiuje pouze otacivy pohyb pomoci fady ocnich
svaltl [6]. Zakladni ¢asti oka jsou rohovka,
zornic¢ka, duhovka, spojivka, zlutd skvrna,
slepa skvrna, bélima, cévnatka, ocni
Socka, sklivec a sitnice.

Svételné  paprsky  prochdzeji
rohovkou (vypuklou ptedni ¢asti oka), kde
dochazi k mirnému lomu svétla. Nasledné
paprsky projdou skrz cocku, kterd
ma schopnost meénit svlij tvar pomoci
ptidavnych malych sval v oku. Tomuto
jevu se ftika akomodace. Svétlo potom
prochdzi sklivcem (rosolovita hmota)
anasledné se dostava na sitnici, na které
se vytvaii pfevraceny obraz pozorovan¢ho
predmétu. Sitnice je pokryta fadou
citlivych télisek, na kterych dopadajici

Obrdzek 2.0 — Rez lidského oka svétlo zplisobi nervové podrazdéni. Tato

prevzato a upraveno z [3]. informace se posle do mozku, ktery zpra-
cuje obraz pfijimany okem. Sitnice obsahuje dva druhy télisek, a to ty¢inky a Cipky. Tycinek je
kolem 120 miliont v jednom oku a funguji i pfi malé intenzité svétla. Nerozlisuji vsak barvu -
viechny je vnimaji $edomodfe. Cipkil je kolem 7 milionil a jejich citlivost na svétlo je mala,
avSak diky nim rozliSujeme barvu, viz [6]. Diky evoluci se u dravych dennich ptaka rozvinula
soustava z vice Cipkl a analogicky u noc¢nich dravci soustava tvofena predevsSim z tyCinek.
Nejmensi ¢ipky maji pramér 2,5 um a prumérna velikost ¢ipku lidského oka je podle [2]
0,005 mm, coz vyrazn¢ piedurcéuje moznosti vidéni oka.

2.1 ROZLISOVACI MEZ OKA

Na obrazku 2.1 je vidét vodorovny fez sitnici,
na kterém lze pékné rozeznat jednotlivé Cipky. Abychom
rozeznali dva body, musi paprsek z kazdého bodu dopadnout
na jiné télisko (Cipek nebo tyCinku). Pokud by svétlo
odpovidajici dvéma bodiim dopadalo na jeden cipek nebo
ty¢inku, oko by tyto dva body od sebe nerozeznalo.
Vzpomenime si na Uvodni cast, kdy pozorované stromy
splynuly v jeden celek. [2]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

sklivec

Obrdzek 2.1 — Rez sitnici
prevzato a upraveno z [2].
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Piesunme se na chvili do makroskopického pozorovani dvou bodi. Na obrdzku 2.2 jsou
body predstaveny Sedymi ¢tverci. Jsou-li ¢tverce od sebe dostate¢né vzdaleny, vnimame je bez
problémi jako dva étverce. Pokud jsou ovSem ctverce piimo vedle sebe, tak uz je od sebe
nerozezname a vznikly obrazec budeme vnimat jako obdélnik (obrazek 2.3). Stejny efekt
nastava pii pozorovani detailti pomoci oka. Podle zdroje [2] totiz nestaéi, aby obraz dvou bodu
A a B dopadl na sousedni ¢ipky nebo tyCinky, ale mezi témito télisky zachycujicimi obraz bodt
A a B musi byt jesté jeden kontrastni ¢ipek, viz obrdzek 2.4. Tento obrazek ukazuje model
sitnice, kde jednotlivé Sestithelniky znazoriuji ¢ipky. Ve skutecnosti se bod na télisko zobrazi
jako rozptylovy krouzek vlivem difrakce svétla, ktera bude popsana v kapitole 5.3. Na dvou
¢ipcich jsou zobrazeny rozptylové krouzky 4° a B’, které pochéazeji od dvou pozorovanych
bodii A a B. Za dan¢ konfigurace oko dva body odlisi, protoze mezi dvéma aktivnimi ¢ipky je
jeden ¢ipek tvotici kontrast.

]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

kontrastni Cipek

Obrazek 2.2 Obrazek 2.3 Obrazek 2.4 - Model sitnice
2 ctverce dobre viditelné. 2 ¢tverce splyvajici v obdélnik.  prevzato a upraveno z [2].

Obrazek 2.5 ukazuje schéma pozorovani bodi A a B lidskym okem (nékteré rozméry
jsou pro nazornost zvétSeny). Na sitnici se vytvofi obrazy téchto bodi ve formé rozptylovych
krouzkli 4" a B’. Jelikoz jeden Cipek musi tvofit kontrastni pozadi, odpovidd rozmér | A'B’ |
pravé dvojnasobku prameéru Cipku, viz obrazek 2.4. Budeme-li uvazovat, Zze nejmensi ¢ipky
maji pramér 2,5 pm pak plati, Ze | A'B’ | = 0,005 mm.

A

B

Obrazek 2.5 - Pozorovani bodit A a B pomoci oka
prevzato a upraveno z [3].

Dalsim podstatnym cCinitelem je ohniskova vzdalenost f” ¢o¢ky oka. U primérného
a zdravého ¢loveka plati, ze f* =17 mm. Z uvedenych tdaji jiz 1ze spocitat minimalni thel o,
pod kterym musi pfichazet paprsky, aby lidské oko od sebe rozeznalo body A a B. Pro maly
uhel oo mizeme podle obrdzku 2.5 psat rovnici. [2]

AB| 0,005mm
f  17mm

- 0,0029rad =1 (2.0)

poznamka: JelikoZ uhel a je velmi maly, aproximujeme oblouk 4 B ise¢kou 4 B

17
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V prvni kapitole je uvedeno, ze pozorovani nejjemnéjSich detail je mozno zhruba
ze vzdalenosti L = 250 mm (obrdzek 2.5), nebot’ pii kratSi vzdalenosti se obraz stava
rozostfenym. Je-1i tthel o roven 17, pak je ¢lovék schopen vidét okem dva body A a B vzdalené
0,074 mm, protoze dle obrazku 2.5 plati, Ze trojuhelnik ABS je podobny s trojuhelnikem 4 'B’S.
Bod S je ptiblizn¢ stied o¢ni Co¢ky a plati:

|AB| |AB
T e

AB| | _ 0.005mm

-250mm =0,074 mm (2.1)
f 17 mm

poznamka: L =250 mm je konvenéni zrakova vzdalenost (oko je méné¢ namahino nez
U zaostfeni na vzdalenost blizkého bodu, viz dalsi podkapitola)

2.2 AKOMODACE

Kdyz ¢teme maly text s lupou, tak drzime lupu v urcité vzdalenosti od textu a od naseho
oka z divodu, aby text byl pokud mozno co nejvice zaostien. KdyZ ovSem stojime na misté
a pozorujeme okoli pouze pomoci oka, miizeme sledovat predméty blizké i vzdalené za vysoké
ostrosti obrazu. To vSe diky moznosti zakiiveni ptedni plochy ¢ofky naseho oka. Této
vlastnosti se fika akomodace. Je to automaticky reflex, ktery probihd bez naseho védomi.
Chceme-li sledovat blizky predmét, Cocka se vice zaktivi pomoci malych svali v oku. Nelze
vSak priblizovat bez omezeni, protoze pfi jisté mezi piestane akomodace fungovat a obraz se
stava rozmazanym. Této vzdalenosti se fika poloha blizkého bodu. Za této situace lidské oko
vyuziva maximalni akomodace. Naopak nejvzdalenéjsi bod, ktery vidime ostie, se nazyva ,,bod
daleky* a pfi této konfiguraci oka je akomodace nulova. U mladého zdravého oka je daleky
bod v nekonec¢nu a stejné jako bod blizky se méni s vékem. Je jasné, ze ¢lovek, ktery ma blizky
bod piili§ daleko, a nebo naopak daleky bod velmi blizko, potfebuje korekci zraku ve formé
bryli nebo kontaktnich ¢ocek. [2] a [6]

18
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Viditelné svétlo je elektromagnetické vinéni, které nase oko
umi pozorovat. Na obrdzku 3.0 lze vidét, jak je lidské oko citlivé
e na jednotlivé barvy viditelného spektra. Z obrazku 3.0 je vidét,
- ze nejvice vnimame barvu o vinové délce piiblizné kolem 550 nm,
o které odpovida zelena barva. Hranice viditelného spektra nejsou
pfesné dany, kdyz ale pfipustime minimalni relativni citlivost 1%,
tak se dostaneme na rozmezi vlnovych délek piiblizné od 430 nm

- - (fialové svétlo) az po 690 nm (Cervené svétlo). [4]
400 450 500 550 600 650 700
vinova délka (nm)
Obrdazek 3.0 — Graf relativni citlivosti oka
na jednotlivé barvy

prevzato a upraveno z [4].

3.1 ZAKON ODRAZU A LOMU

Na obrdzku 3.1 vidime paprsek svétla, ktery dopada na sklenény povrch. Dopadajici
paprsek se ¢astecné odrazi, ¢asteéné lame a pokracuje dale. Pfi¢emz plati:

40
20

relativni citlivost (%)

1) ZAKON ODRAZU: Dopadajici paprsek se odrazi pod stejnym uhlem, pod kterym dopadl
na rozhrani dvou prostfedi (méfeno k normale, Viz obrdzek 3.1).
0,=6, 3.0)

2) ZAKON LOMU: Dopadajici paprsek a lomeny paprsek je spojen vztahem rovnice 3.1.
n,sin &, =n, sin 6, (3.1)

(n; je index lomu daného prostiedi, 6, thel dopadu, 6, thel lomu). Dulezité je védét, ze index
lomu je dan rovnici n = c/v, kde c je rychlost svétla ve vakuu a v rychlost svétla v daném
prostiedi. Kazda barva ma svoji vinovou délku, a proto je odlisny i index lomu pro rizné
barvy. Bilé svétlo obsahuje spektrum barev, a kdyz projde napi. trojbokym hranolem
(obrazek 3.2), tak dojde k jeho rozkladu. Podobny jev nastava tehdy, je-li vidét duha na
obloze.[4]

normala

dopadajici | odrazeny
,paprsek | paprsek

7
vinoplocha — /~ rozhrani

vzduch/

sklo
bilé : —‘_\
svétlo _—~~ y
lomeny \
paprsek
Obrazek 3.1 — Schéma Sireni paprsku Obrazek 3.2 — Rozklad svétla
po dopadu na rozhrani dvou prostiedi na optickém hranolu
prevzato z [4]. prevzato z [4].
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3.2 POLARIZOVANE SVETLO

Polarizované svétlo je takové svétlo, u kterého se elektromagneticka vlna §ifi pouze
v ur¢itétm smeéru. U nepolarizovaného svétla je smér oscilaci elektrické intenzity chaoticky.
Svétlo, se kterym se vétSinou setkavame, je z velké vétSiny nepolarizované. Elektrické pole
nepolarizovaného svétla je v libovolném misté vzdy kolmé ke sméru Sifeni viny, ale méni
nahodile sviij smér. Kdyz zndzornime ¢elni pohled na oscilace béhem né&jaké doby, dostaneme
néco obdobného jako je na obrdzku 3.3 — paprsek se §ifi k nam (pohled zeptedu). [4]
s

E rovina kmith

< B V

Obrazek 3.3-Oscilace elektrické Obrazek 3.4-Rovina kmitii  Obrazek 3.5-Oscilace elektrické
intenzity nepolarizovaného elektromagnetické viny intenzity polarizovaného svetla
svétla - prevzato z [4]. prevzato z [4]. prevzato z [4].

Na obrazku 3.4 je zobrazena rovina kmitl polarizované elektromagnetické viny. Lepsi pohled
dava pohled zepiedu na obrdzku 3.5 s vyznacenim rozsahu oscilaci elektrické intenzity. Pokud
je vlna polarizovana jako na obrazku 3.5, fikame, Ze jde o tzv. linearni polarizaci.

,»Nepolarizované svétlo miizeme polarizovat napr. priichodem vhodnymi krystaly nebo
specidlnim polarizatorem (polarizacni destickou), jak je ukdzano na obrdzku 3.6. Takové
polarizatory komercné nazyvame polaroidy neboli polarizacni filtry. V roce 1932 je vynalezl
Erwin Land, kdyz byl jesté studentem. Skladaji se z urcitych dlouhych molekul rozptylenych
Vumelé hmoté. Kdyz se vrstva vyrdabi, natihne se a tim se molekuly usporadaji
do rovnobéznych rad jako
radky na zoraném poli. Kdyz
. o svetlo prochdzi  destickou,
nepolarizovane svétlo elektrické  slozka s jednim
smerem  prochdzi  vrstvou,
zatimco slozka kolma
k tomuto smeru je pohlcena

_ ' molekulami a zanikne. “
vertikdln€ polarizované svétlo - prevzato z [4]

dopadajici svételny paprsek

polarizacni desticka

Obrazek 3.6 — ,,Vyroba* polarizovaného svétla - prevzato z [4].

Na obrazku 3.7 aobrdazku 3.8
jsou vidét bryle, které maji
polarizovana sklicka stejné jako
polarizované desticky. Pokud dame
jedny bryle na druhé rovnobézné,
propousti sv€tlo velmi dobfe.
Pokud dame bryle kolmo na sebe,

b nepropusti zadné svétlo. [4]
Obrazek 3.7 - Nenatocené Obrazek 3.8 - polarizované
polarizované bryle bryle kolmo na sebe
prevzato z [4]. prevzato z [4].
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4. FAKTORY OVLIVNUJICI VELIKOST OBRAZU

Podivame-li se na obrdzek 4.0, uvidime oko pozorujici dvé budovy v odlisnych
vzdalenostech. Postavime-li se do takové vzdalenosti, aby se vnéjsi okraje budov dotykaly
pomyslnych spole¢nych pfimek, bude se nam zdat vzdalenéjsi budova stejné velkd jako
ta blizsi. Ve skuteCnosti zalezi na uhlu (zorny uhel), ktery sviraji tyto ptimky, viz obrazek 4.0.
Cim bude zorny tihel vétsi, tim bude vétsi i vytvofeny obraz na sitnici.

Jl SVETELNA MIKROSKOPIE A JEJi APLIKACE g -
-

]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

zobrazena plocha na sitnici

pozorované predméty

k
Pro zorny uhel

Obrazek 4.0 — Zorny uhel, ktery rozhoduje o velikosti obrazu.

Kdyz se budeme k pfedmétu piiblizovat, jak je psano v uvodu, bude se zorny thel
zvétSovat. A proto se na sitnici vytvoii zvétSujici se obraz. My jsme ovSem omezeni
vzdalenosti blizkého bodu, takze zorny twhel musime zvétSit jinym zplsobem nez
ptiblizovanim oka k ptedmétu. V optice se pro zvétSeni zorného uhlu pouzivaji optické ¢ocky.

4.1 ZAKLADNI TYPY COCEK

Cocka je prithledné optické téleso, které vyuziva lomu svétla na rozhrani dvou prostiedi
k usmérneéni paprskii. V optice se pouzivaji dva zakladni typy Cocek, a to sice spojna ¢ocka
(spojka) a rozptylna cocka (rozptylka). Spojna c¢ocka na obrdzku 4.1 zptisobuje, ze se paprsky
jdouci rovnobézné s optickou osou dvakrat ldmou. Dvojnasobny lom paprski zplsobi, ze se
paprsky sbihaji v obrazovém ohnisku F’. Kdybychom poslali rovnobézné paprsky z druhé
strany, tak se budou lamat do bodu F, ktery se nazyva predmétové ohnisko. Naproti tomu
rozptylna ¢ocka na obrdzku 4.2 zplisobuje, Ze se rovnobézné paprsky s optickou osou rozbihaji,
avSak pomysiné protazeni paprskii se protind Vv obrazovém ohnisku F’. Jelikoz se jednd
0 pomyslné protazeni paprskll, vznika pouze virtudlni obraz (existuje pouze v nasi hlave).
Analogicky pfedmétové ohnisko F je prusecik paprskil, pijdou-li rovnobézné paprsky z druhé
strany. Podrobnéji jsou ¢ocky probrany napi. v [2].

; e

Obrazek 4.1 - Spojna c¢ocka Obrazek 4.2 - Rozptylna cocka
prevzato a upraveno z [4]. prevzato a upraveno z [4].
Cocka miize ménit chod paprski, tedy i zvétsit zorny uhel. Z poc¢atku se pouzivala lupa
(jednoducha spojna ¢ocka), tu ovSem pokoftil vynalez mikroskopu, ktery ma vétsi zvétSeni
a lepsi kvalitu obrazu nez samotna lupa.
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5. MIKROSKOP

Mikroskop je opticky pfistroj, ktery slouzi k rozliSeni malych objektt. ,,Slovo
mikroskop pochazi z Feckych slov mikros = maly a skopeo = hledim *“ viz [3]. Zdroj [5] fika, ze
historie mikroskopu sahd do 16. stoleti, kdy si holandsky optik Hans Janssen a jeho syn
Zacharias vSimli zvétSujiciho efektu Cocek. Po vykonani fady pokust je napadla myslenka:
Co by se stalo, kdyby misto jedné cocky pouzili ¢ocek vice? Kolem roku 1590 vyrobili prvni
mikroskop, ktery se skladal ze dvou coc¢ek. Hypotéza vysla na vybornou, nebot’ zvétSeni bylo
obrovské oproti samotné Cocce. Kvalita obrazu nebyla s dnesnimi mikroskopy vubec
srovnatelna, avsak i tak se najednou lidem oteviel zcela neznamy svét. JelikoZ touha lidského
poznani byla velikd, snazili se lidé té¢ doby o zdokonaleni mikroskopu, aby mohli sledovat vetsi
detaily. Jednim z vyznamnych lidi, ktefi se podepsali na zdokonaleni mikroskopu, byl Antoine
van Leeuwenhoek (1632-1723). Byl to obchodnik z holandského Delftu a védu mél pouze jako
konicek, ale i to mu v té dob¢ stacilo, aby dokazal vymyslet kvalitngj§i vybrus ¢ocky. Jeho
mikroskop mél pouze jednu cocku, ktera ovSem dokéazala zvétsit obraz témét 300x. V roce
1674 objevil v destové kapce mnoho nejriznéjsich mikroorganismd.

V 19. stoleti mikroskop prozil rapidni pokrok. ,, K tomuto pokroku predevsim prispéli
Carl Zeiss (vyroba mikroskopii), Ernst Abbe (studie optickych principii) a Otto Schott (vyzkum
optického skla). Opticky (paprskovy) mikroskop dosdhl ve 30. letech své teoretické hranice. Ta
je limitovana 1000 nasobnym (resp. 2000 ndasobnym) zvétsenim a rozlisenim 0,2 mikrometru.
Vedci vsak chtéli videt detaily bunék. To vyzadovalo zvétseni radove 10 000 nasobné. Bylo tedy
nutno zkonstruovat mikroskop na jiném principu. Misto svételného paprsku se zde vyuzivd
elektronovy paprsek (tok rychlych elektronii), misto sklenené cocky cocka magneticka. Prvni
mikroskop na tomto principu (tzv. prozarovaci elektronovy mikroskop) byl vyvinut v Némecku v
roce 1931 a zaslouzili se o to predevsim Max Knoll a Ernst Ruska.* -prevzato z [22]. Tato
prace se ovSem zabyva pouze mikroskopy vyuzivajici viditelné svétlo.

Jeden z prvnich mikroskopli je zobrazen na obrdzku 5.0. Od doby vynalezeni se
mikroskop stal nepostradatelnou soucasti mnoha védcii a jeho vyvoj nabral velkych obratek.
Na obrdzku 5.1 je vidét jeden z mikroskopt dnesni doby.

Q_
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Obrazek 5.0 - Jeden z prvnich mikroskopu Obrazek 5.1 - Mikroskop drnesni doby
prevzato a upraveno z [5]. prevzato z [14].
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5.1 PRINCIP MIKROSKOPU

Jak jiz bylo nastinéno, mikroskop se sklada ze dvou hlavnich casti - objektivu
a okularu. Objektiv i okular mohou byt ve skutecnosti velmi slozité optické soustavy. V této
bakalafské praci je ovSem uvazovano, ze jde o tenké spojné cocky (idealizovana ¢ocka).

]
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,,Mikroskop pak Vv principu pracuje tak, zZe objektiv vytvoii zvétSeny obraz
pozorovaného predmétu, ktery se pak pozoruje okuldarem jako lupou. Proto pozorovany
predmet se vzdy klade pred predmeétové ohnisko F1 objektivu, jak je naznaceno na obrazku 5.2.
Okular se nastavuje vzhledem k obrazu vytvorenému objektivem tak, aby bud’ padl do jeho
predmetové ohniskové roviny, takze prislusny obraz lezi v nekonecnu, nebo ponekud za jeho
predmétovou ohniskovou rovinou, aby se prislusny obraz vytvoril ve vzdalenosti zretelného
videni (konvencni vzdalenost), tj. cca 250 mm pred pozorovatelovym okem, jak je naznaceno
Vobrdazku 5.3. To znamend, Ze v prvnim pripadé umoznuje mikroSKOp pozorovani predmétu
s uvolnénym okem bez akomodace, zatimco Vv druhém pripadé oko akomoduje na vzdalenost
250 mm. V obou pripadech je obraz vytvoreny mikroskopem neskutecny a prevraceny.
-prevzato z [1].

A\ okular
objektiv A f, f, G

a_f | & | e \/

Obrazek 5.2 — Princip funkce mikroskopu s okuldrem nastavenym na nekonecno.

Poznamka: Na obrdzcich 5.2 a 5.3 je objektiv s okularem kreslen schématickou znackou
spojné cocky.

popis veli¢in v obrazku 5.2 a 5.3:

XY - pozorovany ptredmét, F; - pfedmétové ohnisko objektivu, F; - obrazové ohnisko
objektivu, F; - predmétové ohnisko okularu, F% - obrazové ohnisko okularu, A - opticky
interval, f;— pfedmétova ohniskova vzdalenost objektivu, f, — pfedmétova ohniskova
vzdalenost okularu, 7 - obrazova ohniskova vzdalenost objektivu, f> — obrazova ohniskova
vzdalenost okularu, F - pfedmétové ohnisko mikroskopu jako celku, F~ - obrazové ohnisko
mikroskopu jako celku, XY" - pievraceny obraz vytvofeny objektivem, X ¥ - obraz
vytvofeny okularem (kone¢ny, ktery pozorujeme okem), ( - vzdalenost mezi pozorovanym
pfedmétem XY a prfedmétovym ohniskem okularu Fi, ¢%- vzdalenost mezi obrazovym
ohniskem okularu F", a obrazovym ohniskem mikroskopu jako celku F".
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Poznamka: Obrazek neni kreslen v métitku, aby bylo docileno ndzorného vyobrazeni.

A\ okular
objektiv

N\

f, fr JY” \\ /%
Obrazek 5.3 — Princip funkce mikroskopu s okuldrem nastavenym na konvencni vzdalenost.

5.2 ZVETSENI MIKROSKOPU

Spojenim objektivu a okularu vznikne jakoby nova ¢ocka s vlastnim ohniskem F resp.
F’. Potom miZeme pozorovani mikroskopem aproximovat jako pozorovani pomoci lupy
0 ohniskové vzdalenosti f". Tato vzdalenost je dana rovnici 5.0 - prevzato z [1].

., frf

ohniskova vzdalenost mikroskopu f'=-— lA 2 (5.0)
Pokud uvazujeme cely mikroskop jako lupu o ohniskové vzdélenosti ', tak plati:

celkové zvétseni: I'= M = —A, . m (5.1)

f f 7,
. . oy A _ 250mm
V rovnici se nam vyskytuji Cleny: — ra a —
1 2

kde prvni ¢len znaci zvétSeni objektivem (pfedmét XY je zvétSen na obraz XY’ - obrdzek 5.3)

a druhy ¢len znaci zvétSeni okularem (obraz XY’ je zvétSen na obraz X' 'Y '’ - obrdzek 5.3).

Proto mizeme psat:

Zvetsent objektivu: m, = _f_’ (5.2)

1

Pozndmka: Znaménko minus znamend, ze vznikly obraz je pievraceny, coZz znazorhuje

i obrdzek 5.3.

_250mm
f '2

Rovnice 5.1 tedy tika, ze celkové zvétSeni mikroskopu je dano soucinem zvétSeni objektivu

a okularu, a proto Ize psat:

celkové zvetseni: '=m -m, (5.4)

Zvetseni okuldaru: m, (5.3)
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5.2.1 ZMENA ZVETSENI MIKROSKOPU

V rovnici 5.1 se vyskytuji tfi veli¢iny, které maji vliv na celkové zvétSeni mikroskopu.
Konvenéni zrakovéa vzdalenost L = 250 mm je totiz brana za pevné danou hodnotu. ZvétSeni

tedy lze docilit zménou optického intervalu A, ohniskovou vzdalenosti objektivu /1 nebo
ohniskovou vzdalenosti okuldru /7.

N
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MozZnosti vétsiho zvétSseni mikroskopu:

1) vyménou objektivu
2) vyménou okularu
3) zménou optického intervalu A

., Protoze objektivy mikroskopu se koriguji jen pro jedno urcité zvétSeni, a protoze jejich
korekcni stav velmi zavisi na poloze predmeétu, nelze doporucit provadeét zménu zvetSeni
mikroskopu zménou délky optického intervalu A* - prevzato z [1].

Ze zminéného divodu se zpravidla provadi zvétSeni jen pomoci objektivu popiipadé okularu.
Naskytd se ovSem otazka: M4 velikost zvétSeni mikroskopu néjaké hranice? Odpovéd zni:
Ano ma. Doposud jsme vychazeli z toho, Ze svétlo se §ifi pouze piimocaie a byly uvazovany
pouze zakony geometrické optiky. Ztfeti kapitoly této prace ovSem vime, ze svétlo je
elektromagnetickd vlna. , Jestlize vina dopada na prekdazku s otvorem, jehoZ rozmeéry jsou
srovnatelné s vinovou délkou, cast viny, kterd otvorem projde, se rozsiri — bude difraktovat
(ohybat se)“ - prevzato z [4]. Ve skute¢nosti difrakce nastava i u makroskopickych téles, ale
neni tak vyrazna.

5.3 DIFRAKCE SVETLA

Zdroj [4] tika, Ze difrakci lze vysvétlit
pomoci VvInové teorie svétla. Tato teorie,
vytvofend Christianem Huygensem, byla
pfijimana  védeckou spolecnosti  velmi
pozvolna, protoze byla protikladem teorie
uznavan¢ho fyzika a matematika Isaaca
§ Newtona*, podle niz je svétlo proudem castic.
Vyvoj nazorit o svétle mél velmi zajimavy
pifibéh. Po smrti Newtona a Huygense
se dostal do poveédomi védecké spolecnosti
mlady inZenyr Augustin Fresnel, ktery véfil
vlnové teorii svétla. Fresnel vypracoval v 19.
stoleti praci o vinové teorii a dokonce ziskal
cenu nasoutézi poradanou francouzskou
akademii véd v pojednani o difrakci. | tak
Newtonovi zéci zpochybiiovali vinovou teorii
svétla. Jeden z nich, slavny matematik
Obrazek 5.4 - Fresnelova difrakce na Siméon Denis Poisson poukazal na zajimavy

disku kde je videt svétla stopa, ktera vysledek.

potvrdila vinovou teorii svétla. — prevzato z [4].

*) Isaac Newton byl jeden z nejvétSich mozkd z pielomu 17. a 18. stoleti. Kromé& fady objevi se uplatnil i v
optice. Objevil, ze bilé svétlo se sklada z barevného spektra (rozklad na optickém hranolu), vysvétlil barvy
tenkych vrstev, objevil zobrazovaci rovnici, nalezl slitinu vhodnou ke konstrukci zrcadel a sestrojil prvni
zrcadlovy dalekohled. [20]
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., Kdyby byla Fresnelova teorie spravnd, musely by svételné viny jdouci kolem okraje
kulicky proniknout do oblasti stinu a vytvorit svétlou stopu presné uprostred stinu. Tuto
predpovéd overovali Fresnel a Arago a ukdzalo se, ze predpovézend "Fresnelova svétla stopa’,
Jjak ji dnes nazyvavame, tam skutecné je (obrdazek 5.4). Nic neposili ditvéryhodnost teorie vice

nez experiment potvrzujici nékterou z jejich necekanych a zdanlivé paradoxnich predpoveédi.
— prevzato z [4]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

Svétlo o vlnové délce A dopadd na stinitko se Stérbinou (obrdzek 5.5a, b, C).
Na prvnim stinitku (obrdazek 5.5a) je pramér $térbiny a = 6 4, na druhém a = 3 1 (obrdzek
5.5b) ana tietim (obrdazek 5.5¢) je pramér uz jen a = 1,5 4. VSimnéme si, ze ¢im je §térbina
uzsi, tim vice dojde k ohybu neboli k difrakci svétla.

Poznamka: A je vinova délka svétla dopadajiciho na Stérbinu.

dopadajici vlna vznikld /
vina difrakei P
> [«1 ~ =2 salng) _ /
— VA ) )
T\l 1+ ) N
s : | :
1] T !
(6,0%) — 3.00) /1 CLSE)
\
stinitko
a) b) )

Obrazek 5.5 — Vliv difrakce na riizné veliké otvory - prevzato z [4].

To je velmi dulezity poznatek, nebot kdyz sledujeme mikroskopem piedmét pti
velkém zvétSeni, budeme pozorovat pravé tak miniaturni struktury, u nichz se projevuje
vyrazn¢ difrakce svétla. A ¢im vice budeme zvétSovat, tim horsi bude jakost obrazu z diivodu
difrak¢éniho jevu.

K difrakci ovSem nedochazi pouze tehdy, kdyz prochazi svétlo tizkou Stérbinou.
Difrakce nastane také, kdyz svétlo miji okraj (napt. okraj ziletky), jak znazoriiuje obrdzek 5.6.
Okraj ziletky se jevi malo ostry. Vzpomenime si na okem pozorované body, které se na sitnici
zobrazi jako rozptylové krouzky. Za timto jevem je praveé difrakce. [4]

Obrazek 5.6 — Difrakce na okrajich Ziletky - prevzato z [18].
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5.4 INTERFERENCE SVETLA — SKLADANI VLN

Na obrdzku 5.4 si Ize v§imnout, ze smérem od stiedu temného stinu se stiidaji tmavé
asvétlé pruhy. Tyto ukazy vysvétluje obrazek 5.7, kde je vidét usporadani ,,Youngova
pokusu*.

., Monochromatické* svetlo osvétluje sterbinu Sy na stinitku A. Difrakci vzniklé svétlo
osveétluje dve Sterbiny S1 a Sy ve stinitku B. Difrakci na techto dvou Stérbinach vzniknou za

. stinitkem B dve valcove viny (priisecnice
K \\\l " jejich vinoploch s ndkresnou jsou na
w \\\ max obrdzku zobrazeny cdstmi kruznic); v této

\ oblasti vina zjedné stérbiny interferuje
svinou z druhé stérbiny. Na ,,momentce
obrazku 5.7 jsou teckami vyznaceny body,
ve kterych dochazi ke konstruktivni
interferenci (vznikaji interferencni
maxima). Ztéchto  bodii  miizeme

/' pozorovat pouze ty, které jsou v roviné
% max vy

N max
dopadajici
vina

i

i / . 7 . ¢
X B C struktivni interference.

| & max
I\ ¥ max
max
KoL max

max

| j, max . v o . rv er
4 Body interferencnich maxim vytvadreji

v '92.%) na stinitku svitici rady — nazyvané svetle
. " max  pruhy, svétlé prouzky nebo maxima.
v
)

7 max

Tmavé prouzky jsou vysledkem de-

‘

- prevzato z [4]
Obrdazek 5.7 - Interference vin - prevzato z [4].

Obrazek 5.8 zobrazuje obdobny obrazec, jaky by se objevil na stinitku C z obrdazku 5.7.
Na ¢elnim pohledu jsou pékné vidét maxima (svétlé pruhy) a minima (tmavé pruhy)

Svétlost ¢i tmavost prouzku je dana drahovym rozdilem paprski, jdoucich z rozdilnych
stérbin. KdyZ na stinitku C najdeme bod, kde se oba paprsky sejdou ve fazi (obrdzek 5.9a),
dojde ke konstruktivnimu skladani vin a v oblasti tohoto bodu bude svétly prouzek
(maximum). Naopak kdyz na stinitku C najdeme bod, kde se oba paprsky sejdou v protifazi
(obrazek 5.9b), dojde k destruktivnimu skladani vin a v oblasti tohoto bodu bude tmavy
prouzek (minimum).[4]

VA NEIA A A YA WA PO
N NN NN

Obrazek 5.8 - Interferencni obrazec, ktery by
se wytvoril na stinitku C z obrdazku 5.7
prevzato z [4].
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vysledna
vina

Obrazek 5.9a — znik svétleho bodu Obrazek 5.90 — Vznik tmavého bodu
prevzato a upraveno z [12]. prevzato a upraveno0 Z [12].

*) Monochromatické svétlo je svétlo prave jedné vinové délky, které vznikne napf. rozlozenim bilého svétla, viz
kapitola 3.
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5.5 ROZLISOVACiI SCHOPNOST MIKROSKOPU

Druhé kapitola byla vénovana rozliSovaci mezi oka, kterd byla dana piedevsim velikosti
o¢nich télisek na ocni sitnici. Mikroskop nemad sitnici, ale jeho rozliSovaci schopnost
je omezena z dtivodu nezadouci difrakce svétla. Pokud totiz budou dva body na vzorku ,,pfilis*
blizko sebe, miize se stat, ze se dva body budou jevit jako jediny bod (rozptylovy krouzek).
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MEZ ROZLISOVACT . ,
SCHOPNOSTI NEROZLISITELNE
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ROZLISENE - L . SvBTELNYCH
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| ® B

o
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. ./ A 0../

ROZPTYLOVE KROUZKY

Obrazek 5.10 — Rozlisitelnost pozorovanych bodii na vzorku
prevzato a upraveno Z [13].

Na obrdazku 5.10 jsou graficky vyobrazeny intenzity riznych zdroji svétla (body
vzorku, které vysilaji svétlo) v riznych vzdalenostech od sebe. Nekteré zdroje jdou od sebe
rozeznat jiné nikoliv. O tom, zda dva body od sebe rozezname, rozhoduje rezim osvétleni
vzorku. Rovnice 5.5 a 5.6 ur¢uji minimalni vzdalenost dvou bodd, které jesté objektiv mize od
sebe odlisit (pokud by byla vzdalenost dvou bodid mensi nez dmin, Objektiv by je neodlisil
a zdalo by se nam, Ze pozorujeme bod jeden). [13], [8] a[2]

Pro koherentni osvétleni vzorku (bodovy zdroj svétla) dun = % (5.5)
ot . . A
Pro nekoherentni osvétleni vzorku (plo$ny zdroj svétla) d;, = A (5.6)
popis veli¢in v rovnicich 5.5 a 5.6:
dmin je minimalni vzdalenost dvou bodil, které se daji od sebe jeste odlisit
A je vlnova délka svétla
A je numericka apertura mikroskopu

Rovnice 5.5 a 5.6 tikaji, ze rozliSovaci mez mikroskopu Ize zvysit bud’ zmensenim
vlnové délky osvétlujictho svétla, nebo zvétSenim numerické apertury. Prvni moZnosti
docilime, kdyz vzorek budeme osvétlovat napft. fialovym svétlem, nebot’ mé nejkratsi vinovou
délku z viditelného spektra, viz kapitola 3.
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5.5.1 NUMERICKA APERTURA

V rovnicich 5.5 a 5.6 se vyskytuje dosud neznamé veli¢ina A, kterd se nazyva
numericka apertura. Je to parametr objektivu, jez udava rozliSovaci mez. Numerickd apertura
je dana rovnici 5.7.

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

A=n-sin(o) (5.7)
kde: A je numericka apertura
n je index lomu prostiedi (nejéastéji vzduch - suché objektivy)

je thel mezi optickou osou a krajnim paprskem vstupujicim do objektivu

A =nesino)
(ayo=7° A=012
(b)yo=20° A=0.34
(c)o=60° A=0.87

by

A >
| I’ 4
SVETELNY A*T™
KUZEL y |-

(@) (b)

Obrazek 5.11- Numerické apertury uspordadané vzestupné - prevzato a upraveno z [13].

Na obrazku 5.11 jsou vyobrazeny 3 objektivy (a, b, c), které jsou uspotadany vzestupné podle
velikosti apertury. Maximalni mozna apertura pro suchy objektiv je teoreticky A = 1 (podle
rovnice 5.7), nebot’ maximalni hodnota funkce sinus je 1 a index lomu vzduchu je taktéz témé&r
roven jedné (n = 1). Lze ovSem pouzit i tzv. imerzni objektivy, kde se mezi objektiv a vzorek
nanasi kapalina, kterd ma vétsi index lomu n. ,,V pripadé, zZe apertura suchého objektivu
je A= 0,95, nabyvaji maximdalné dosazitelné apertury hodnot: vodni imerze A = 1,25; olejova
imerze A = 1,40, monobromnaftalénovd imerze A ~ 1,60 - prevzato z [2]

5.6 UZITECNE ZVETSENI MIKROSKOPU

Uz byly zminény limitujici faktory zobrazeni zpisobené vlastnostmi svétla (rovnice 5.5
a 5.6), ale i omezujici faktory lidského oka, jak uvadi rovnice 2.0. Zdroj [1] fika: ,, Ma-li se
plné vyuzit rozliSovaci schopnosti objektivu mikroskopu, je nutné volit ohniskovou vzdalenost
okularu mikroskopu tak, aby detaily obrazu, rozlisitelné objektivem, byly rozliseny
I pozorovatelovym okem, tj. aby se jevily pod uhlem alespon 1°- 4".“ Pievedeme-li thel
na radiany, dostaneme interval 0,0003 — 0,0012 rad. Nyni tedy podle zdroje [2] 1ze psat vztah:

0,0003< de <0,0012 (5.8)

kde: dmin je dano typem osvétleni, viz rovnice 5.5 a 5.6
I je ohniskova vzdalenost mikroskopu jako celku, viz rovnice 5.0
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Budeme-li dale uvazovat napiiklad, ze pozorovany vzorek je osvétlen nekoherentnim
svétlem, pouzijeme rovnici 5.6 ( dyin = 0,5.1/ A) a zaroven si ohniskovou vzdalenost napiseme

ve tvaru f” = I/250 (upravena rovnice 5.1). Pak dostaneme:

0,0003<0,5- AL <0,0012
A 250

N

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

dalsi upravou:

015-A<r<06.2 (5.9)
A 2

Kdyz pouzijeme napt. svétlo o vinové délce A = 0,5 pum, tak rovnice piejde do kone¢ného tvaru:

300A<T <1200A

Pouzijeme-li vétsi zvétSeni nez 1200 A, potom fikdme, ze pracujeme S prazdnym
zvétSenim, které jiz nepfinese zZadnou novou informaci o struktufe pozorované¢ho predmétu.
Naopak pii téchto zvétSenich se jasné projevuji difrakéni jevy, které zhorsuji jakost obrazu
a vedou k chybnym zavérim o struktuie pozorovaného objektu. [3]

Zminéné uzite¢né zvétSeni zejména plati pro pozorovani v klasické soustave, kde mame
vzorek — mikroskop - oko. KdyZ ov§em budeme pozorovat vzorek pomoci mikroskopu, ktery
ma zabudovanou kameru s pfipojenim k pocitaci, nemusi mit pro nas zvétSeni takovy
vyznamny vliv. V takovém piipadé¢ ndm jde ptfedevSim o pokud mozno co nejvétsi rozliSeni
obrazu, které je dano rovnicemi 5.5 a 5.6. Budeme-li uvazovat pozorovani vzorku z obrazovky
pocitace, tak potom bude idealni, aby svétlo z jednoho pixelu obrazku, dopadlo na jedno
télisko na sitnici oka. Pokud svétlo z vice pixeli dopadne na jedno télisko, zbytecné
se ochudime o fadu informaci, nebot’ télisko sitnice rozpozna pouze jeden pixel, viz kapitola 2.
Naopak kdyz se svétlo jednoho pixelu zobrazi na vice télisek, neptinese nam to Zadnou novou
informaci.

5.7 OSVETLOVACI SOUSTAVA MIKROSKOPU

Osvétlovaci soustava ma velky vliv na vysledny obraz vzorku. Rovnice 5.5 a 5.6
ukazuji vliv osvétleni na rozliSovaci mez mikroskopu. Dale miizeme typem osvétleni ménit
kontrast mezi vzorkem a jeho pozadim k snadn&j$imu rozeznani struktury.

5.7.1 KRITICKE OSVETLENI

Na obrazku 5.12 je vidét schéma osvétlovaci soustavy (tzv. kritické osvétleni). Tato
soustava se sklada ze zarovky, polni clony, aperturni clony a kondenzoru. Svétlo ze Zarovky
prochazi polni clonou, ktera slouzi k regulaci velikosti zorného pole. Dale pokracuje
k aperturni cloné, ktera mize zabranovat pronikani vnéjsich paprski do objektivu. V ptipadé
obrdzku 5.12a nedochéazi ke zmenSovani thlu osvétlujiciho svazku paprski, proto fikame, ze
vyuzivame plné apertury, kdezto v ptipadé obrdzku 5.12b je zmenSeni Ghlu osvétlujiciho
svazku velké a fikame, Ze vyuzivame malou aperturu. Velikost apertury méni rozlisitelnost
obrazu, ale 1iostrost obrazu.

=== L O N IS8 Nakonec sv&tlo prochazi kon-
: Z~ COCKAKONDENZORU - <=_Z172 7> denzorem, ktery je tvofen
- , e jednou nebo vice cockami
\ ~ APERTURNI CLONA - y . Y v . ’
v/ které usmériuji svételné papr-
— \ —_ POLNI CLONA—— == — sky na tzv. idealni rovinu
—— ==t== ostrosti, kde je umisténa pozo-
@ B @ rovana plocha vzorku.
a) plna apertura b) mala apertura

Obrazek 5.12 - Schema osveétleni.
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5.7.2 KOHLEROVO OSVETLENI{

Intenzitu osvétleni vzorku se snazime mit pokud mozno homogenni po celém jeho
povrchu. Osvetlovam soustava z obrazku 5.12 méa z tohoto pohledu nepiijemnou ,,konstrukéni
4 vadu. Budeme-li se fidit zdkony geometrické
optiky (zakon lomu a odrazu), zjistime, Ze se
zhavd  vldkna  Zzarovky zobrazi pfimo
do zaostiené roviny vzorku. Vlakna vyzafuji
s 7 T K velkou intenzitu svétla a tim padem dojde
T ondenzor K nerovhomérmému osvétleni vzorku, coz je
N \ nezadouci jev. Z tohoto diivodu pan Kohler
navrthl  konstrukéni  upravu  osvétlovaci
soustavy, kterd tento problém odstramnuje.
| Obrizek 5.13 ukazuje schéma Kohlerova
| osvétleni, které mé navic jednu ¢ocku zvanou
| p — kolektor. Kolektor méni drdhu svételnych
l| paprski. Tato Uprava vede k tomu, ze vldkna
SO (olekior zarovky se zobrazi do pfedmétové roviny
kondenzoru, a proto se nezobrazi v roviné
pozorovaného  vzorku. Ztohoto  divodu
Kohlerovo osvétleni poskytne rovnomeérnéjsi
vlakno Zarovky osvétleni vzorku, které je pozadovano pro

pozorovani mikroskopem. [1] a [2]

idealni rovina
_— - ostrosti

|
|
' obraz vlakna Zarovky

Obrazek 5.13- Kéhlerovo osvétleni.
5.8 HLOUBKA OSTROSTI OBJEKTIVU

Pfi pozorovani mikroskopem se snaZime mit pokud moZzno co nejvice rovinny vzorek,
aby byla splnéna geometrie pro spravné zobrazeni, Viz obrdzky 5.2 a 5.3. Budeme-li uvazovat
nastaveni okularu mikroskopu na nekonecno, viz obrdzek 5.2, budeme pozadovat, aby
se pozorované body vzorku zobrazily do pfedmétové roviny okularu. AvSak zatimco na tomto
obrazku ptedpoklddame dokonale rovinny vzorek, ve skutenosti neni pozorovany vzorek
nikdy zcela rovinny. Jednotlivé body vzorku tedy maji odlisnou vzdalenost od ohniska
mikroskopu, coz vede k vytvofeni obrazli v riiznych vzdalenostech od predmétové roviny
okularu. Pozorované body, které nejsou zobrazeny ptesné do predmétové roviny okularu, maji
tedy porusené geometrické piedpoklady pro spravné zobrazeni a stdvaji se rozostfenymi.
Nastésti diky rozliSovaci mezi, miiZzeme vidét ostie 1 body, které jsou v ur€ité mezi od idedlni
roviny ostrosti. Takovy interval se nazyva hloubka ostrosti.

Jinak feceno, vzorek se snazime umistit do idealni roviny ostrosti (viz obrdzek 5.14),
na kterou je praveé nastaven mikroskop. My ovSem diky stavbé lidského oka, zptisobu osvétleni
a konstrukci objektivu vnimame ostie i roviny ,,mirné” vzdalené od idealni roviny ostrosti.
Zasadnim faktem k pochopeni je, ze pozorujeme-li bod (nekone¢né malou tecku) nebo tecku
0 pruméru dmin, Objektiv mikroskopu vzniklé obrazy od sebe neodlisi. Tento interval, kde nase
oko nepozna rozdil, se nazyva hloubkou ostrosti H, neboli je to rozdil mezi tzv. horni rovinou
ostrosti a spodni rovinnou ostrosti. Pokud vzorek bude mit vySkovy profil, ktery se vleze mezi
tyto dvé roviny, bude ho mozno vidét zcela ostfe. V opacném piipadé¢ bude vzorek misty
rozostieny.

Kdyz se podivame do literatury, najdeme mnoho vzorci a formulaci pro hloubku
ostrosti. Ackoliv se nepatrné 1i8i, vzdy berou v ivahu omezeni ze strany osvétlovaci soustavy,
objektivu a lidského oka. Nakonec jsem se rozhodl pouzit vzorec ptevzaty ze zdroje [7] -
rovnice 5.11.
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idealni rovina ostrosti

spodni rovina ostrosti

Obrdzek 5.14 — Hloubka ostrosti neboli mez ostrého zobrazeni.

K odvozeni rovnice 5.11 vyuzijeme obrdzku 5.14, kde je vidét pravouhly trojuhelnik
(vyznacen zlut€), v némz zname dmin/2 (viz rovnice 5.5 a 5.6) a tihel ¢ (viz podkapitola 5.5.1).
Z té€chto udaji 1ze pomoci goniometrické funkce tangens vypocitat polovinu hloubky ostrosti
(rovnice 5.10) a nasledné upravit na kone¢ny tvar (rovnice 5.11). Rovnice 5.11 ftika,
ze chceme-li zvétsit hloubku ostrosti, musime zvétsit parametr dmin nebo zmensit thel 6. Oba
parametry jsou ur¢eny osveétlovaci soustavou.

Clen dmin je dan rovnicemi 5.5 az 5.6. Uhel o Ize ménit pomoci aperturni clony, ktera
muze zabranovat pronikani vnéjSich paprskti do naseho oka. ZmenSovanim priméru aperturni
clony se zmenSuje i thel o, a tudiz podle rovnice 5.11 dochazi k nartstu hloubky ostrosti.

Obrdazek 5.15 poskytuje detailni pohled z obrazku 5.12. Ptipad a se lisi od b pouze tim,
Ze Uhel mezi optickou osou a krajnim paprskem je vétsi. Plati tedy, ze 61> o, Pokud budeme
dale predpokladat stejny rezim osvétleni (koherentni nebo nekoherentni) vypocitame podle
rovnic 5.5 a 5.6 novou hodnotu dpyin. Kdyz tuto hodnotu dale dosadime do rovnice 5.11,
dostaneme novou hodnotu H; a pfitom bude platit: H, > Hj, kde H; a H, znamenaji hloubky
ostrosti v ptipadu a resp. b.

a) b)
Obrazek 5.15 - Rozdilné vyuziti apertury o1> o5 .
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Snimky stejného vzorku pii rozdilné numerické apertuie ukazuji fotografie
z mikroskopu, které jsem pofidil na Ustavu fyzikdlniho inzenyrstvi. Na obrdzku 5.16* je
ukazka pozorovani s plnou aperturou a na obrdzku 5.17** je ukazka pozorovani S malou
aperturou. V této kapitole bylo feceno, Ze pokud sledujeme obraz s malou aperturou, mame
vétsi hloubku ostrosti. VSimnéme si, ze v druhém obrazku, kde je mensi apertura, je obraz
opravdu ostfejSi nez v obrazku prvnim. Ostrost obrazu je ovSem vykoupena menSim
rozliSenim, viz rovnice 5.5 a 5.6.

Poznamka: V obou ptipadech je pouzit objektiv 10x/0,30 (zvétSeni objektivu / numericka
apertura objektivu)

0,05mm
p——

Obrdazek 5.16 — Cisté Zelezo ve svétlém poli s plnou aperturou.

Obrdazek 5.17 — Cisté Zelezo ve svétlém poli s malou aperturou.

v

*),**) Podrobng&jsi informace o obrazcich 5.15 a 5.16 jsou v kapitole ,,Dodatky* této bakalatské prace.
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6. POZOROVACI TECHNIKY VE SVETELNE MIKROSKOPII

V této kapitole budou probrany zakladni metody zobrazeni vzorku, které pouzivame
ve svételné mikroskopii. Obecné miizeme metody zatadit do dvou oblasti podle propustnosti
svétla vzorkd:

a) vzorky prusvitné

b) vzorky neprusvitné
V piipadé a jsou typickymi vzorky napt. bunky, krev, mikroorganismy, drobny hmyz
(pfedevsim vzorky biologické, bakteriologické, virologické a dalsi). Zastupcem skupiny
b muze byt pravé vzorek z obrazki 5.15 a 5.16, kde je pozorovana struktura Cistého Zeleza,
které nepropousti svétlo. Obecné se témto vzorkiim z kovu fika metalografické vzorky.

Mame mnoho metod pozorovani vzorkd pod mikroskopem, avSak ne kazda metoda
se hodi pro jeden urcity vzorek. Snahou kazdé metody je byt lepsi nez metoda jind na
zobrazeni urCitého vzorku. To znamena, Ze nékterd metoda miiZze vice zvyraznit napt. kontrast
nez jiné pozorovaci techniky. Tim padem vidime vétsi detaily, které nas zajimaji pfi naSem
pozorovani. Pfi pozorovani mikroskopem nas primarné zajima struktura, méné barva vzorku,
ktera neni u nasledujicich metod vypovidajici, protoze ve vétSin€ ptipadi je zbarveni vyvolané
technikou zobrazovani, nikoliv samotnym vzorkem.

6.1 POZOROVANI VE SVETLEM POLI

Tato technika patii mezi nejpouzivanéjsi metody ve svételné mikroskopii, kterd je vhodna jak
pro propustné tak i pro nepropustné vzorky (pozorovani pomoci prichoziho nebo odrazeného
svétla). Jde o techniku, kterd neni nikterak specialni, spo¢iva pouze v tom, ze vzorek osvétlime
svétlem a nasledné jej pozorujeme. Technika svétlého pole je uzita na obrazcich 5.15 a 5.16,
kde je neprasvitny vzorek Ccistého zeleza. Podivame-li se na obrdzek 6.1.0, uvidime
zjednoduSeny model pro osvétleni na odraz svétla. Osvétlovaci soustava vysila rovnobézné
paprsky s optickou osou na ptedmétovou rovinu vzorku. Kdyz paprsek dopadne na rovinu
vzorku, kterd je kolmé na optickou osu, odrazi se zpét do objektivu a nase oko vnima predmét
jako svétly. Jestlize vSak paprsek dopadne na obecné naklonénou plochu (nerovnost), tak se
odrazi mimo objektiv a doty¢nou plochu vnimame jako tmavou.

N
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dopadajici paprsky

odrazené parsky

odrazeny ek . s s
¥ Daprse mimo objektiv

do objektivu

T~ b vzorek

| | nerovnost
] ) na vzorku

vzorek tak,
jak ho vidime

Obrazek 6.1.0 - Schéma metody svétlého pole na odraz svétla.

Tato metoda jako fada jinych metod, vyuziva zakon odrazu u nepropustnych vzorki
a zakon lomu u propustnych vzork, viz podkapitola 3.1.
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6.2 POZOROVANI V TMAVEM POLI

Dalsi Casto pouzivanou metodou je pozorovani v tmavém (temném) poli. Tato metoda
se rovnéz hodi jak pro vzorky propoustéjici, tak i pro nepropoustéjici svétlo. Zjednoduseny
model metody tmavého pole na odraz svétla je znazornén na obrdzku 6.2.0. Rozdil od metody
svétlého pole je ten, Ze paprsky z osvétlovaci soustavy dopadaji na predmétovou rovinu vzorku
pod uhlem.

. , , )
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paprsky odrazené
zpét do objektivu  paprsky dopadajici
e 2z na vzorek

-_odrazeny paprsek
vzorek— \ / mimo objektiv

nerovnost vzorku- 2

viorek jak ho vidime

Obrazek 6.2.0 - Schéma metody tmavého pole na odraz svétla.

To ma za nasledek, ze se paprsek od rovnych ploch (rovnobézné s pfedmétovou rovinou)
odrazi mimo objektiv a naopak od nékterych nerovnosti se miiZze paprsek odrazit zpét do
objektivu. Analogicky jako v prvni metod¢ se plochy odrazejici svétlo mimo objektiv jevi jako
tmavé a plochy odréazejici svétlo do objektivu jevi jako svétlé.

Schéma osvétlovaci soustavy na prichod svétla ukazuje obrdzek 6.2.1, kde dulezitym prvkem
je clona (obrazek 6.2.2), ktera brani prichodu svétla. Svétlo se miize do objektivu dostat jen
tehdy, kdyZ paprsky jdouci pivodné mimo objektiv, jsou vzorkem odchyleny pravé do
objektivu. Kdyby v pfedmétové roviné mikroskopu nebyl umistén vzorek, na objektiv by
nedopadl jediny paprsek svétla od osvétlovaci soustavy.

Z7m, objektiv
w predmétova
zde clona nepropusti A rovina
Zadné svétlo Eo&ky
kondenzoru
prochazejici
svétlo———
clona
\J
Obrazek 6.2.1 — Schéma osvétlovaci soustavy Obrazek 6.2.2 — Clona pro techniku
pro tmavé pole na prichod svétla tmaveho pole.

prevzato a upraveno z [15].
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Porovnani zobrazeni metody svétlého pole a tmavého pole ukazuje obrazek 6.2.3 resp.

obrazek 6.2.4, kde je vidét zvétSeni litiny s kulickovym grafitem. Oba vzorky jsou vytvoreny
S osvétlenim na odraz.

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

Poznamka: V obou piipadech je pouzit objektiv 10x/0,30 (zvétSeni objektivu / numericka
apertura objektivu)

Obrazek 6.2.3 - Zobrazeni kulickové litiny Obrazek 6.2.4 - Zobrazeni kulickové litiny
ve svétlém poli. v tmavém poli.

6.3 POZOROVANI POMOCI SIKMEHO OSVETLENI

Pozorovani pomoci S$ikmého osvétleni je mozno provadét prakticky na vSech
mikroskopech. U této metody pouzivame clonku s kruhovou propustnou ¢asti. Jeji stfed ovsem
nelezi na optické ose, ale je mimo ni. Pokud propustnou ¢ast clonky vysuneme z optické osy
natolik, Ze se jeji obraz dostane mimo vystupni pupilu objektivu, dostaneme metodu Sikmého
osvétleni [8]. Obrdzek 6.3.0 ukazuje zjednoduseny model techniky Sikmého osvétleni. Metoda
je obdobna technice tmavého pole. Rozdil je v tom, Ze dopadajici paprsky nedopadaji po celém
obvodu pozorované Casti vzorku, ale pouze z jedné strany vlivem vysunuté aperturni clony
mimo optickou osu. ,,Coz ma pro pozorovatele ten efekt, Ze se mu predmeét jevi plasticky a je
dobre viditelny. Vhodnym natocenim clonky a vhodnou volbou priméru otvoru v clonce Ize
tento efekt optimalizovat pro dany predmet. “ - prevzato z [10].

odrazené paprsky
dopadajici paprsky do objektivu

odrazeny paprsek
vzorek - mimo objektiv

nerovnost na vzorku

vzorek jak ho vidime

Obrazek 6.3.0 — Schéma metody Sikmého osvétleni na odraz sveétla.
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6.4 RHEINBERGOVO OSVETLENI

Rheinbergovo osvétleni je forma optického zobrazeni na prichod svétla. Tuto metodu jako
prvni publikoval Julius Rheinberg z Velké Britdnie. Tato technika je zvlastni variantou
tmavého pole, ktera uziva barevnych zelatinovych nebo sklenénych filtri k vétSimu barevnému
kontrastu mezi vzorkem a jeho pozadim. Na obrdzku 6.4.0 jsou vyobrazeny 3 filtry, které se pfi
Rheinbergoveé osvétleni vyuzivaji. Pokud do pfedmétové roviny neumistime zadny vzorek,
uvidime pouze barvu pozadi (barva vnitiniho kruhu vzorku). U metody temného pole to byla
tmava plocha, nebot misto barevného filtru se vyuziva clona, ktera svétlo pohlti,
Viz obradzek 6.2.1.

]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

Ll

Obrdzek 6.4.0 — Filtry pro Rheinbergovo osvétleni — prevzato a itpraveno z [15].

Pokud do pfedmétové roviny mikroskopu vlozime vzorek, ktery méni drahu paprska,
dojde ke kontrastnimu zobrazeni vzorku na barevném pozadi. Schéma soustavy pro
Rheinbergovo osvétleni je na obrdzku 6.4.1. [9] a [15]

A&7, objektiv

predmétova
stfedni paprsky o rovina
(pro barvu pozadi) ' Gocky

kondenzoru

krajni paprsky
(pro barvu vzorku)

_—barevny filtr

Obrdazek 6.4.1 - Schéma Rheinbergova osvétleni — prevzato a upraveno z [15].
d) e)

a)

BAREVNY  SCHEMATICKE — .
FILTR ZOBRAZENi RHEINBERGOVO  SVETLEPOLE  TMAVE POLE
VZORKU OSVETLENI

Obrazek 6.4.2 - a) modro-zluty filtr, b) schématické zobrazeni vzorku danym filtrem,
C) zobrazeni kliStéte pomoci Rheinbergova osvétleni pii pouziti daného filtru, dale pro
porovnani d) zobrazeni klistéte ve svétlém poli e) zobrazeni klistéte v tmavém poli - prrevzato a
upraveno z [15].
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6.5 FAZOVY KONTRAST

Velka tada zivych biologickych vzorkl je prithledna, kdyz je sledujeme ve svétlém
poli. K tpravé viditelnosti a kontrastu se ¢asto pouziva zmenSovani pruméru aperturni clony.
To vsak vede ke snizeni rozliSeni a vyskytu difrakénich zjevi, které na vzorku ve skutecnosti
nejsou. Roku 1934 holandsky profesor Frits Zernike objevil metodu fazového kontrastu
a dostal za ni v roce 1953 Nobelovu cenu. Technika fazového kontrastu poskytuje excelentni
zpusob vylepSeni kontrastu u nezbarvenych biologickych vzorkii bez vyznamné ztraty rozliSeni
a je Siroce pouzivana ke zkoumdni pohybl Zivych bun&k v ¢ase. Nezbarvené vzorky, které
neabsorbuji svétlo, se nazyvaji fazové objekty, protoze lehce méni fazi svétla a také jeho smér.
[15]. Zjednodusené schéma metody fazového kontrastu je na obrdzku 6.5.0. V osvétlovaci
soustavé je umisténa clona s mezikruhovou stérbinou (kondenzorova maska), kterou pronika
svétlo na vzorek. Svétlo dale prochédzi objektivem a v misté vytvofeni obrazu kondenzorové
masky je umisténa tzv. fazova maska. Na ¢asti fazové masky je napatena polopropustnd vrstva
kovu, ktery méni fazi svétla o Ctvrtinu vinové délky. Svételné paprsky, které nebyly strukturou
vzorku odchyleny, dopadaji na ¢ast fazové masky s naparenou vrstvou kovu (dojde k fazovému

posunu). Zbyvajici paprsky,

°s"é"'°"a|°i soustava o které byly odchyleny vzorkem

r 1 objektiv (vlivem difrakce nebo lomu
svétla), prochazeji fazovou
maskou bez zmény faze.
Vysledny kontrast je vyvolan
. interferenci fazové posunutych
' I I svételnych vin se svételnymi

kondenzorova maska VZorek fazova maska nefilfraktovane 1 i které 5 9
) svétlo vinami, tere pros y beZ Zmeny
)

faze. Vyuzivda se zde tedy
o " interference svétla, viz kapitola
_) ey 5.4.[23]
= obrazova rovina
Obrazek 6.5.0 — Schéma metody fazového kontrastu
prevzato a upraveno z [13] .

]
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difraktované svétlo

Na obrazku 6.5.1 je pomoci metody fazového kontrastu vyobrazen drap termita. Jak jiz
bylo feceno, tato metoda se vyuziva pfedevsim pro biologické vzorky, u kterych je metoda
svétlého pole nedostateCnym zdrojem informaci. Pro tuto metodu jsou dale vhodné vlaknové
vzorky. Na obrdzku 6.5.2 jsou vidét vlakna azbestu, ktera pti vdechnuti do plic mohou zpusobit
rakovinné bujeni.

Obrazek 6.5.1 - Drap termita Obrazek 6.5.2 - Vidkna azbestu
prevzato z [13]. prevzato z [13].
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6.6 DIFERENCIALNI INTERFERENCNI KONTRAST

Z anglického nazvu Differential Interference Contrast se n¢kdy tato metoda oznacuje
zkratkou DIC nebo pod ndzvem Nomarského metoda. V padesatych letech 20. stoleti
francouzsky optik George Nomarski modifikoval Wollastontiv hranol pouzivany k zjistovani
optickych gradientli na vzorku a ptevodu do rozdild intenzit. Dnes je mnoho konstrukénich
provedeni, které se oznacuji pod stejnym nazvem DIC. Tuto techniku mizeme provést
V prochazejicim i1 odrazeném svétle — viz [13] a [15]. Na obrdzku 6.6.0 je zobrazeno schéma
metody DIC.

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

svétlo jdouci do okularu

Wollastonuv hranol 2

ortogonalné kmitajici
paprsky —

Wollastonuv hranol
polarizator

i
~_ svétlo ze zdroje

Obrdzek 6.6.0 — Schéma metody DIC na priichod svétla- prevzato a upraveno z [15].

Svétlo z lampy prochazi ptes polarizator* a dale pokracuje do modifikovaného
Wollastonova hranolu, kde se paprsek rozdé€li na dva samostatné paprsky. Wollastontiv hranol
se sklada ze dvou kfemennych klint stmelenych k sob€, z nichz vychéazeji zminéné paprsky,
u kterych kmitd jejich elektrickd sloZzka vzdjemné o 90°. Paprsky prochazi kondenzorem
na vzorek, kde jsou vzorkem ovlivnény a pokracuji do objektivu. Z objektivu se §ifi paprsky do
druhého Wollastonova hranolu, ktery je opét ,slozi“ dohromady. Dale paprsky projdou
analyzatorem** a pokracuji do okularu.

Nomarského metodu jsem pouzil na metalografickych vzorcich v odrazeném svétle, kde
neni uspofaddni komponentii mikroskopu stejné jako na obrazku 6.6.0. Uspotadani je o néco
komplikovanéjsi, avS§ak pochod paprski ziistava ,,stejny*“. Na obrdzku 6.6.1 je znazornéno opét
Cisté zelezo, kde miizeme vidét jednotlivd zrna. Hned na prvni pohled je vidét, Ze se tato
metoda vyrazné 1i$i od jinych pozorovacich technik. Vznikly obraz se nam jevi jako
tiirozmérny, a tak se tato metoda hodi pro zobrazovani vyskového reliéfu. Na obrazku 6.6.2
a obrazku 6.6.3 je pomoci DIC metody zobrazena litina s kulickovym respektive lupinkovym
grafitem. [15]

*),**) funkce polarizatoru a analyzatoru bude probrana v dalsi podkapitole polariza¢ni mikroskopie
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Obrazky 6.6.1 az 6.6.3 byly potizeny objektivem 10x/0,30 (zvétSeni / num. apertura objektivu).

Obrdzek 6.6.1 — Cisté Fe zobrazené Nomarského metodou.

Obrdzek 6.6.2 — Litina s kulickovym grafitem.  Obrdzek 6.6.3 — Litina s lupinkovym grafitem.

Porovnani metody fdzového kontrastu a DIC metody:

Obrazky 6.6.4 a 6.6.5 ukazuji ¢ervené krvinky lidské krve pomoci fazového kontrastu resp.
DIC metody. Fazovy kontrast vytvati vice kontrastnich barev. Nomarského kontrast zase
vytvaii dojem 3D obrazu.

Obrdzek 6.6.4 — Cervené krvinky, Obrdzek 6.6.5 — Cervené krvinky,
fazovy kontrast - prevzato z [13]. DIC metoda - prevzato z [13].
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6.7 POLARIZACNI MIKROSKOPIE

Zakladem polariza¢ni mikroskopie je polarizované svétlo. V predchozi podkapitole jiz byla
zminka o polarizatoru a analyzatoru. Jednoduse feceno jsou to polarizacni desticky, které jsou
vici sobé natoceny o 90° stejné jako bryle na obrazku 3.8. Kdyby vzorek nezménil vlastnosti
osvétlovaciho svétla, vidéli bychom pouze tmavé plochy, nebot’ jak ukazuje obrazek 6.7.0,
prvni polarizacni desticka (polarizator) polarizuje svétlo pouze na vertikalni slozku a druha
polarizacni desticka (analyzator) tuto slozku zcela pohlti. Na vzorku se ovSem mohou
vyskytnout tzv. opticky aktivni prvky, které méni smér polarizace. Ty pak ve vysledném
obrazu vnimame jako svétlé. Takovym typem vzorku muze byt napi. krystal v obrazku 6.7.1.

[4]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

polarizator analyzator

nepolarizované

vertikalné
polarizované svétlo

Obrazek 6.7.0 — Polarizace svétla pomoci polarizacnich filtrii
prevzato a upraveno z [15].
Na obrazku 6.7.1 je vidét princip polarizaéni mikroskopie. Metoda je velmi podobna technice
svétlého pole s tim rozdilem, Ze do mikroskopické soustavy ptfibude polarizator a analyzator.

vzorek (anizotropni krystal)

bilé
svétlo

analyzator #

dveé sloZky vzniklé dvojlomem

rovina polarizovaného

svétla tloustka vzorku

Obrazek 6.7.1 — Schéma polarizacni mikroskopie - prevzato a upraveno z [15].
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Nepolarizované svétlo vstupuje do polarizatoru, kde je urc¢itym smérem polarizovano.
Svételné viny polarizovaného svétla dopadaji na vzorek. Nejcastéjsimi vzorky této metody jsou
krystaly, nebot’ vykazuji tzv. dvojlom, ktery je mozno vidét na obrazku 6.7.1 (pro nazornost
neni v obrazku zakreslen objektiv, ktery je ve skutecnosti mezi vzorkem a analyzatorem).
Svétlo ovlivnéné vzorkem pokracuje do analyzatoru, kde dojde k dal§i polarizaci. Za
polarizatorem dochézi k interferenci svételnych vin (tyto dvé viny jsou vici sobé fazove
zpozdény), které jiz pfes okular pozorujeme. Jiz bylo feceno, ze polarizator byva pootocen o
90° vici analyzatoru. My vsak jednoduchym ovladanim na mikroskopu mizeme analyzatorem
libovolné€ natacet a pozorovat mozny vliv na vysledny obraz.

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

Na obrazcich 6.7.2 az 6.7.4 je opéct litina skulickovym grafitem zobrazena
V polarizovaném svétle. Pfi pozorovani byl pouzit objektiv 50x/0,55. Na kazdém obrazku
je polarizator a analyzator v rozdilném pootoceni vuci sobé. Zaméfeni je na kuli¢ku grafitu,
protoze tvoii krystalickou strukturu, u které je pékné vidét, jak se pii tuhnuti litiny uhlik
postupné nabaloval na rostouci zrno grafitu (krystalicka struktura rostouci ze stiedu kulicky).
Postupnym ota¢enim analyzatoru se da opravdu vyvodit zavér, ze jde o krystalickou soustavu
S krystaly orientovanymi ze stfedu k povrchu kulicky, nebot” vysledny obraz je viditelné
ovlivnén otacejicim polarizovanym svétlem.

Obrazek 6.7.2

Litina s kulickovym grafitem™:

- zaber na kulicku uhliku v podobé grafitu

- polarizator a analyzator jsou kolmo na sebe

- teoreticky by mél byt obraz nejtmavsi a taky
tomu tak je, viz pozadi grafitové kulicky.
Pozorovany vzorek ma ovsem opticky cinné prvky,
které meni smer polarizace, a proto vidime i sveétlé

plochy.

Obrazek 6.7.3

Litina s kulickovym grafitem™:

- zabér na kulicku uhliku v podobé grafitu
- polarizator a analyzator jsou viici sobé
pootoceny o 45°

Obrazek 6.7.4
Litina s kulickovym grafitem™:
- zabeér na kulicku uhliku v podobé grafitu
- polarizator a analyzator orientovany ve stejném
smyslu.
Je videt, Ze zobrazeni pozadi kulicky je obdobné
. jako na predchozim obrazku.

*) Vice zajimavosti o litin€ s kulickovym grafitem lze nalézt v kapitole ,,Dodatky* této bakalaiské prace.
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6.8 FLUORESCENCE

Tato technika pozorovani nachazi uplatnéni hlavné v pfirodnich védach a medicin€.
Fluorescen¢ni metoda je vyznamna tim, ze jsme schopni pozorovat struktury, které nejsou
ostatnimi technikami pozorovatelné.

Fluorescen¢ni mikroskop se od obyc¢ejného mikroskopu lisi tim, ze ma 2 spektralni
filtry. Prvni znich je soucasti osvétlovaci soustavy aslouzi k vymezeni vlnové délky
budiciho zafeni. Druhy je za objektivem a propousti jen svétlo dané vinové délky, budici zafeni
musi zadrzet, viz [17].

S
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zdroj svétla rr‘@
Al

o
Aemit

Mexcit

L bariérovy filtr

vySetfovany vzorek

Obrazek 6.8.0 - Schéma pozorovani pomoci fluorescence
prevzato z [10].

Fluorescence je jev spocivajici v tom, ze nékteré latky (fluorofory) po ozafeni (excitaci)
svétlem urcité vlnové délky Aexcit vyzatuji (emituji) svétlo jiné vlnové délky Aemit.
Na obrazku 6.8.0 je ukazano zjednodusené schéma optickych pfistroji vyuzivajicich
fluorescence svétla. Ze zdroje svétla je pomoci prvniho spektralniho filtru (excitaéni filtr)
propusténo pouze svétlo urCité vinové délky Aexcit, které dopada na vysetiovany vzorek. Zde
dochazi k fluorescenci, pfi¢emz vzorek emituje svétlo o vinové délce Aemit, kterd je vétsi nez
vlnova délka piivodniho svétla (Aemit > Aexcit). Pomoci druhého spektralniho filtru (bariérovy
filtr) je do oka pozorovatele propusténo jen svétlo emitované vzorkem a oko vidi jen ty Casti
vzorku, které emituji svétlo o vinové délce Aemit.

»Pokud napr. na jednu protilatku navazeme fluorescein (emituje zelené svétlo pri
excitaci modrym svétlem) a na jinou rhodamine (emituje Cervené svétlo pri excitaci Zluto-
zelenym svétlem), pak miizeme porovnavat vzajemné pozice riiznych molekul ve stejné burice
apod. Nevyhodou klasického fluorescencniho mikroskopu je, Ze casti vzorku nad a pod
zaostrenou rovinou jsou také excitovany a svétlo pochazejici z téchto oblasti prispiva
K rozmazani obrazu. Dalsim jevem, s kterym se setkavame, je 1zv. fotovybelovani
(Photobleaching), pri kterém fluorofor trvale ztrdaci schopnost emitovat zdareni. To se déje pri
intenzivnim ozareni fluoroforii, ve kterych dochazi k nevratnym strukturnim zménam vedoucim
az k uplnému vyblednuti. - prevzato z [10)].
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Pii praktickém pozorovani na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi byly k dispozici biologické
vzorky vhodné pro fluorescencéni metodu, a to sice vzorky bunék z kize prasete domaciho.
Na obrazku 6.8.1 je vidét vznikly obraz po excitaci svétlem o vinové délce A = 450 az 490 nm,

0,05mm
——

Obrazek 6.8.1-Buriky 7 kize prasete domdaciho. Obrazek 6.8.2-Buiiky z kuze prasete domdciho.

pticemz nasledné emitujici svétlo mélo vinovou délku 520 nm a vyssi. Na obrdazku 6.8.2 je
vidét vznikly obraz po excitaci svétlem o vlnové délce A = 510 aZ 560 nm, pficemZ nasledné
emitujici svétlo mélo vinovou délku 590 nm a vyssi. Z téchto obrazku je vidét, ze dostavame
odlisné struktury pro rizna excitovana svétla. Kdyby doslo k pocitaovému zpracovani
vzniklych obrazi, mohli bychom vidét podobné obrazky, jako je obrdzek 6.8.3 nebo
obrazek 6.8.4. Na téchto obrazcich jsou zobrazeny nadorové buiiky v lidskych plicich resp.
v lidské stitné zlaze.

Obrazek 6.8.3 — Zobrazeni nadorovych bunek  Obrazek 6.8.4 — Zobrazeni nadorovych bunék
v lidskych plicich — prevzato z [13]. v lidské stitné Zlaze — prevzato z [13].
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7. APLIKACE MIKROSKOPICKYCH TECHNIK

Vsechny zakladni pozorovaci techniky svételné mikroskopie byly jiz popsany. Dale
existuje jesté fada dalSich technik, ty jsou ale spiSe modifikaci téchto zakladnich technik,
kterych se vyuziva ve vétsiné piipadd. Pro shrnuti je uvedena tabulka 7.0, kde jsou uvedeny
jednotlivé typy vzorkli a vhodné metody pro jejich zobrazeni.

SVETELNA MIKROSKOPIE A JEJi APLIKACE
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tabulka 7.0 — doporucené mikroskopické techniky - prevzato a upraveno z [15]

typ vzorku mikroskopicka metoda

prasvitné vzorky
prusvitné vzorky, fazové objekty
bakterie, spermie, buriky v sklenéné fazovy kontrast, DIC a Sikmé
nadrzce, prvoci, rozto€i, vliakna atd. osvétleni

objekty rozptylujici svétlo

Rheinbergovo osvétleni, DIC, temné

vlakna, chlupy, vodni mikroorganismy pole a fazovy kontrast

vzorky lamajici svétlo

koloidni suspenze, prasky, mineralni
vody

absorpéni vzorky

barevné tkang, pfirozené zbarvené
vzorky, chlupy, vlakna, fasy, hmyz
svétélkujici vzorky

buriky v tkanovych kulturach, fluorescence
vzorky vykazujici dvojlom

mineralni tenké profily, tekuté krystaly,

roztavené a rekrystalizované polarizaéni mikroskopie
chemikalie, chlupy, vlakna, kosti, pefi

fazovy kontrast, DIC

svétlé pole

typ vzorku \ mikroskopicka metoda

nepruasvitné vzorky

lesklé povrchy

tenké filmy, zrcadla, lesténé
metalografické vybrusy, integrované

svétlé pole, temné pole, fazovy
kontrast, DIC

obvody

rozptylujici povrchy

tenké a tlusté filmy, kameny, mineraly, svétlé pole, temné pole, fazovy
chlupy, vlakna, hmyz, kosti kontrast, DIC

absorpéni vzorky

obarvena vlakna, rozptylové kovové
vzorky, kompozitni materialy, polymery
svétélkujici vzorky

buriky, skvrny fluorescence
vzorky vykazujici dvojlom

mineralni tenké profily, chlupy, vlakna,
kosti, pefi, jednoosé krystaly, polarizaéni mikroskopie
orientované filmy

svétlé pole, temné pole
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7.1 POROVNANI METOD
V této Casti porovname techniky svétlého pole, temného pole, Rheinbergova osvétleni,
sikmého osvétleni a fazového kontrastu na jednom konkrétnim vzorku pozorovaném na
priachod. VSechny snimky jsou vytvofeny s objektivem o desetinasobném zvétSeni. Samotné
porovnani metod je docela orientacni, nebot’ techniky vhodné pro tento vzorek mohou byt
nevhodné pro jiné vzorky a naopak.

SVETLE POLE - plni apertura

Vznikly snimek je ze vSech snimku
nejhorsi. Témér vibec nelze rozeznat
néjakou  strukturu  pozorovaného
vzorku. Vzorek je evidentné piilis
pruhledny a neabsorbuje téméf zadné
svétlo, které na n¢j dopada. Svétlé pole
tedy neni vhodnd technika pro

zobrazovani tohoto druhu vzorku.

SVETLE POLE — mala apertura
Ackoliv se jednd o stejnou techniku
jako v ptedchozim piipadé, mala
apertura  zpusobi  vétsi  difrakei.
Svételné paprsky jsou vice ohybany
asvétlo je odchyleno mimo objektiv.
Tato mista se nam jevi jako tmavé
plochy. Pii malé apertufe z divodu
zminované difrakce vystupuji
i struktury, které ve skuteCnosti na
vzorku nejsou. Dalsi nevyhodou je
mensi rozliSeni, avSak dosahujeme
vysSi ostrosti obrazu.

TEMNE POLE

Temné pole bylo vytvofeno clonou,
kterd brénila prichodu paprski piimo
do objektivu. Svétlé body vzniknou jen
tehdy, kdyz paprsky jdouci mimo
objektiv se vlivem struktury vzorku
odchyli do objektivu. Na snimku je
docileno svétlych  bodi tim, ze
struktura vzorku ldme paprsky svétla.
Naopak pozadi vzorku, kde neni zadna
struktura, je tmavé, nebot zde
nedochazi k zadnému odchyleni svétla
jdouciho mimo objektiv.
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RHEINBERGOVO OSVETLENI
Rheinbergovo osvétleni ma podobny
princip jako metoda temného pole.
Rozdil je vpouzité cloné. U této
metody byla pouzita barevna clona,
kterd propousti 2 barvy. Vnitini ¢ast
clony méla zelenou barvu a vnéjsi cast
barvu cervenou. Analogicky jako
U metody temného pole kdybychom
nedali Zzadny vzorek do cesty
svételnym paprskiim, vidéli bychom
jen zelenou barvu, kdyz ovSem
paprsek narazi na strukturu vzorku,
lame se a nékteré paprsky mohou byt
odchyleny do objektivu. Tyto plochy
se pak jevi jako cervené zbarvena
mista na snimku.

SIKME OSVETLENI

Obraz vznikly metodou $ikmého
osvétleni je velmi podobny snimku
svétlého pole pii malé apertufe.
Osvétleni vzorku je v obou piipadech
velmi podobné, nebot vzorek je
osvétlen svétlem, které vychdzi z malé
Stérbiny. Rozdil je predevsim v tom, Ze
U metody Sikmého osvétleni je tato
Stérbina vysunuta mimo optickou osu
a dopadajici paprsek svétla tak dopada
pod urcitym tthlem vic¢i ose.

FAZOVY KONTRAST

Teoreticky je tato metoda velmi
vhodné pro vzorky, které nepohlcuji
svétlo (prasvitné vzorky). Tento
snimek se od ostatnich li§i napftiklad
tim, Ze v oblastech pfechodu mezi
vzorkem a pozadim vznika tzv. halo
efekt, ktery se na tomto vzorku moc
nevyskytuje. Vzorek neni
nejvhodnéjsi, protoze ma velkou
tloustku.
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Cilem této bakalatské prace bylo popsat problematiku svételné mikroskopie a zvlasté se
seznamit s jednotlivymi technikami, které¢ se uzivaji ve svételné mikroskopii. V prvni casti
byly popsany zaklady fyzikalni optiky, které jsou dulezité k pochopeni principu pozorovani
pomoci mikroskopu. V druhé ¢asti se postupné prechazi k tématiim, jenz se tykaji samotného
mikroskopu. Posledni ¢ést je vénovana pozorovacim technikam, které jsou nasledné na jednom
konkrétnim vzorku porovnany.

Mikroskop se postupem casu stal nepostradatelnou pomuckou v oblasti pfirodnich
a inzenyrskych véd. Jeho wvyuziti je velmi rozSifené¢ a jeho pifinos pro spolecnost
nepiedstavitelny. Tvrdi se, Ze mikroskop dokazal zachranit vice zivotl, nez stacily usmrtit
vSechny valky dohromady. Kdyby jesté dnes nebyl mikroskop vynalezen, lidé by mozZna ¢ast&ji
umirali na rtizné typy nemoci, jako je cholera, tuberkuléza, mor, bfisni tyfus a podobné.
V dne$ni dobé nemusela byt dominantni rakovina a infarkt myokardu, ale pravé zminéné
nemoci, na které byl nalezen 1ék pravé diky mikroskopu.

Vyuziti mikroskopu ma velky vyznam i v inZenyrskych védach. V ptfedchozich
kapitolach byly ukazany metalografické vzorky, na kterych jsme pozorovali strukturu. Divodu
pro¢ tyto vzorky sledujeme, mize byt vice. Makroskopickym pohledem muze ¢lovék poznat
druh materidlu (ocel, bronz, plast), ale uz nepozna jeho tepelné zpracovani, jeho piesné
chemické sloZeni, poruchy krystalické mtizky a jiné dilezité¢ informace. VSechny tyto faktory
maji vliv na vlastnosti daného materialu. Pokud by byl nekvalitni material pouzit na néjakou
konstrukei strojirenského vyrobku, mohlo by dojit ke katastrofé*.

*) KdyZ ovsem takova situace nastane, mikroskop najde uplatnéni i v tomto ptipadé. Mikroskop nam totiz mize
pomoci odhalit diivod katastrofy. Presnéji feGeno - mikroskopem lze zpozorovat naptiklad tnavové poruseni
materialu, které mohlo vést k tragickym nasledkim. V kapitole ,,Dodatky* je psano o jedné takové katastrof€,
ktera postihla letadlo s cestujicimi na palubg.
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1. KRYSTALICKA ZRNA ZELEZA

Sledovany vzorek na obrdzcich 5.15 az 5.16 je Cisté Zelezo zobrazené ve svétlém poli.
Na snimku muizeme vidét zrna Fe, ktera vznikala pfi tuhnuti materialu. Piesnéji feceno: Kdyz
roztavené Zelezo zacneme chladit, vytvoifi se zarodky zrn, které dalsim chladnutim nabaluji
atomy do krystalické miizky (proces chladnuti). Jakmile dvé rostouci zrna narazi na Sebe,
vytvoii se hranice zrn, kde atomy Fe nejsou dokonale vazany jako v krystalické struktute,
nebot’” dvé sousedni zrna maji Cist€ nahodny smér krystalické miizky. Obrdzek 9.0 ukazuje
graficky model dvou zrn, kterd maji obecné rtizné orientace krystalové miizky, coz vede
k dislokacim (porucham) na hranici zrn.

Obrdzek 9.0 - Schématicky nakreslenda hranice zrn (pohled ,,shora ).

Poznamka: Obrazek 9.0 je pouze model, atomy svételnym mikroskopem vidét nemizeme.
Jediné, co vidime, jsou hranice zrn.

Metalografické vzorky je potieba odebrat (odfiznout, odbrousit), nasledné upravit,
vybrousit a naleptat k vytvoreni struktury. Na obrdzcich 5.15 az 5.16 se tmavé zobrazuji praveé
hranice zrn, nebot’ z divodu atomovych poruch se tyto oblasti naleptavaji jednoduseji a vlivem
obecné nerovnosti odrazeji svétlo mimo objektiv (metoda svétlého pole). Na obrdzku 9.1 je
vidét schéma metalografického vzorku, ktery je vybrousen, ale nenaleptan, zatimco na obrdzku
9.2 je zobrazena struktura po naleptani.

O CRO0OQOAO

Obrazek 9.1 — Vzorek pred leptanim Obrazek 9.2 — Vzorek po leptani
(Celni rez) — prevzato z [7]. (Celni 7ez) — prevzato z [7].

2. LITINA S KULICKOVYM GRAFITEM

,Litina s kulickovym grafitem je v soucasnosti nejpouzivanejsi litinou a je nékdy
pouzivand misto oceli na odlitky. Uspory, které tato litina pFinese, nejsou zanedbatelné (iispora
energie pri taveni, uspora kovu). Litina mda nékteré viastnosti lepsi ocel (mensi mérna
hmotnost, dobré kluzné vlastnosti, tlumici vlastnosti, lepsi slévarenské vlastnosti, lehci
obrobitelnost apod.) “ — prevzato z [16]

Tato litina obsahuje krom¢ Zeleza okolo 3,2 az 4,2% uhliku; 1,5 az 4% kiemiku; 0,4 az 0,8%
manganu; pod 0,1% fosforu a pod 0,02% siry. [16]
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., Castice grafitu ve formé kulicek jsou slozité polykrystaly (obrdzek 9.3). Primdrni
pyramidalni krystality jsou paprskovite uspordadany a tvori tak jednu grafitickou castici.
Existuje nékolik teorii, jak litina s kulickovym grafitem krystalizuje. Tou nejznaméjsi je popis
vlivu pridavanych latek do tekutého kovu, které zvysuji povrchové napéti na rozhrani grafit-
tavenina a vyvolavaji tak krystalizaci do tvaru s nejmensim povrchem (koule). Z toho plyne, Ze
aby vznikl kulickovy grafit, nestaci jen Zelezo, uhlik a kremik, ale musi se do taveniny také
dodavat skupina prvkii, které ovliviuji rust zdrodku do pozadovaného tvaru. Tato

technologicka operace se nazyva modifikovani a latka, kterou se modifikuje, je modifikator.
Ty jsou nejcastéji na bdzi horciku.* — prevzato z [16]

VUT FSI - USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

kilidky grafit /

p

Obrazek 9.3 - Litina s kulickovym grafitem.

3. KATASTROFA BOEINGU 747

Dne 25. kvétna 2002 se Boeing 747 spolecnosti China Airlines vydal na rutinni let
z Taipei do Hong Kongu. Dvacet minut po startu zmizel z obrazovek radart. Pad do moie
nikdo z 225 osob na palubé nepiezil. Po vyloveni trosek letadla se tym odbornikd zabyval
pfi¢inou havérie. K odhaleni této pfiiny vyznamné pfispél mikroskop. Jeden z odbornikli
zjistil, ze na nékterych ¢astech letadla je lomova plocha pokryta oxidem Zzeleza, takze zdvada
byla stard. (Udélali podobné metalografické vybrusy, které se vyskytuji v této bakalarské
praci). Zjistilo se, ze doSlo k pfetrzeni materialu vlivem tunavy materialu. VySetfovatelé proto
zjiStovali, z které ¢asti letadla soucasti pochazi
a zjistili, Ze to bylo ze spodni ¢asti ,,0casu
letadla. Pozdéji inZenyii ze servisnich zaznamu
ptisli na to, ze letadlo pred 22 lety pii ptistavani
Skrtlo ,,ocasem® o pfistavaci ranvej a nasledkem
toho vznikly v trupu ryhy. Pii opravé, ale nebyly
tyto ¢asti letadla vyménény a poskozené misto
bylo pouze pfteplatovano novym plechem.
Vlivem cyklického namahani pifi nasledujicich
letech dochéazelo K postupnému rustu trhliny,
ktera dosahla kritické délky v osudny den
aletadlo scestujicimi na palubé se za letu
doslova rozpadlo na kusy. [19]

Obrazek 9.4 — Boeing 747 - prevzato z [21].
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SEZNAM POUZITYCH ZNACEK A SYMBOLU

oSSRy ThAW>

QIT>

j-emit

)vexcit

prvai pozorovany bod

druhy pozorovany bod
rozptylovy krouzek bodu A
rozptylovy krouzek bodu B
zorny uhel

stied cocky lidskeho oka
konvencni zrakova vzdalenost
predmeétova ohniskova vzdalenost
obrazova ohniskova vzdalenost
uhel dopadu

uhel odrazu

index lomu daného prostredi
rychlost svétla ve vakuu
rychlost svétla v daném prostiedi
uhel lomu

predmeétové ohnisko

obrazové ohnisko

pozorovany predmét
predmétové ohnisko objektivu
obrazové ohnisko objektivu
predmetové ohnisko okularu
obrazové ohnisko okularu
opticky interval mikroskopu

predmetova ohniskova vzdalenost objektivu
predmétova ohniskova vzdalenost okularu
obrazova ohniskova vzdalenost objektivu
obrazova ohniskova vzdalenost okuldru
vySka prevrdaceného obrazu, ktery je

vytvoreny objektivem
vySka obrazu vytvorend okuldrem

[m]
[m]
[m]
[m]

[m]
[m]

vzddalenost mezi pozorovanym predmétem XY a predmetovym

ohniskem okularu Fy

[m]

vzdalenost mezi obrazovym ohniskem okularu F ", a obrazovym

ohniskem mikroskopu jako celku F’
celkové zvétseni

zveétseni objektivu

zveétSeni okuldaru

primeér Stérbiny

vinova délka svétla

minimalni vzdalenost dvou bodii,
ktere se daji od sebe jeste odlisit
numerickad apertura

hloubka ostrosti

uhel mezi optickou osou a krajnim
paprskem vstupujiciho do objektivu
vinova délka vyzarujiciho svétla
vinova délka ozarujiciho svétla

[m]
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