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Cviceni z bunécné biologie
Uloha ¢islo 1

Téma: Svételna mikroskopie

Uvod:

Svételnd mikroskopie je zdkladni metodou pozorovani ve vSech biologickych oborech
predmétem jejichz studia jsou buiiky, tkané€, pletiva ¢i mikroorganismy, protoze rozliSovaci
schopnost svételného mikroskopu odpovidd pravé velikosti bunék a nékterych bunécnych
organel. Maximalni rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu neboli nejmensi vzdalenost,
kdy lze od sebe odliSit dva objekty, je u svételného mikroskopu 0,2 nm. Svételnd
mikroskopie, jak jiZ nazev napovidd, vyuzivd ke zobrazeni struktur svételnych paprski.
Svétlo Ize definovat jako ¢4st oblasti elektromagnetického zafeni, kterou vnimdme zrakem.
Zakladni charakteristikou svétla je vinova délka (L), neboli vzdalenost dvou nejblizSich bodua
vinéni kmitajicich ve stejné fazi, kterd urcuje barvu svétla. Pozorovani objektl v mikroskopu
se d¢je na zdklad¢ jejich interakce s elektromagnetickym zafenim (svétlem), pficemz
rozliSovaci schopnost mikroskopu zéavisi na vlnové délce pouZit€ého zareni. Pokud je vinova
délka pfiliS dlouhd a objekt velmi maly, nedojde k pteruSeni vin elektromagnetického zareni a
pozorovany objekt zlistane neviditelny, nebude mikroskopem rozliSen. RozliSovaci schopnost
svételného mikroskopu pak zavisi pfedevsim na rozliSovaci schopnosti objektivu, protoze
svételny mikroskop zobrazuje dvoustupniové. Nejdiive je objektivem vytvifen obraz
pozorovaného predmétu v horni ohniskové roviné okuldru, z n¢hoZ v druhém kroku vytvaii
okuldrem vysledny obraz. Okular vSak zvétSuje a ptispiva k rozliSeni pouze téch podrobnosti,
které jsou obsaZeny v obraze vytvoreném objektivem.

RozliSovaci schopnost objektivu je vyjadiena jeho numerickou aperturou (A). Numerickd
apertura je piimo zdvisld na indexu lomu prostfedi a otvorovém thlu objektivu. Index lomu
(n) je optickd hustota prostiedi a jeho hodnota je vzdy vyssi nez 1,00. Index lomu se stanovi
jako: n = c/v, kde n je rychlost svétla ve vakuu (ta je stejnd pro vSechny A) a v je rychlost
svétla o urCité A ve zkoumaném prostiedi. RozliSovaci schopnost mikroskopu miizeme zvysit
pouzitim objektivu s vétSim zvétSenim. V zdvislosti na indexu lomu prosttedi vSak dochézi
pii ptechodu z jednoho prostiedi do druhého k lomu paprskii. U suchych objektivl je mezi
objektivem a prepardtem vzduch s niZ$im indexem lomu nez sklo, proto dochdzi na rozhrani
sklo vzduch k lomu paprski. Ndsledkem c¢eho vstupuje do objektivu jen mensi ¢ast svételnych
paprski vytvofenych kondenzorem. Numerickd apertura suchych objektivii nemuze tedy
presdhnout 1. Proto se nékdy vyuZivd imerznich objektivii, u nichZ je mezi objektivem a
prepardtem vrstva imerzniho oleje, ktery ma pfiblizné stejny index lomu jako sklo. Nedochazi
zde proto k lomu paprskii, ndsledkem ¢eho vstupuje do objektivu vétsi Cast svétla. Imerzni
objektiv obvykle zvétSuje 100x a pouzivame jej tehdy, potfebujeme-li dosdhnou maximalniho
rozlifeni s maximdlnim zvétienim. Udaje o pouZitém zvéteni je nutno uddvat u kazdé
fotografie ¢i ndkresu. Celkové zvétSeni mikroskopu se stanovi jako ndsobek zvétSeni
objektivem a okuldrem. Pfi¢emZ okuldrové zvétSeni je obvykle 10x, zvétSeni objektivem
zéavisi na zvoleném objektivu.

Dalsim zplsobem jak ovlivnit kvalitu pozorovaného obrazu je vhodné zaclonéni. Clonéni
ovliviiuje tif1 vlastnosti mikroskopického obrazu urcujici jeho kvalitu: kontrast, hloubku
ostrosti a rozliSeni podrobnosti. NejlepSiho rozliSeni se dosahuje, je-li Agpjekiva TOVNA
Axondenzors- Hloubkou ostrosti se rozumi rozdil mezi vzdalenostmi nejbliz§iho a
nejvzdélenéjSiho mista zobrazeného pifedmétu od objektivu, kterd jsou zobrazena s jeSte



piijatelnou ostrosti. Objekty, které lezi pod a nad touto vrstvou, jsou zobrazeny neostie nebo
vubec. Hloubka ostrosti se sniZuje se zvysujici se aperturou. Pii zaclonéni se hloubka ostrosti
zvEtSuje, protoze pii zaclonéni dochézi ke sniZeni Agpjeksivu-

Svételny mikroskop je z optického hlediska dvoustupniovd soustava tvofena objektivem a
okuldrem doplnénd osvétlovaci soustavou. Stavba svételného mikroskopu je zndzornéna
na obrdzku ¢islo 1. Svételny mikroskop je sloZzen jednak z mechanickych dila: stativ, noha
stativu, makro a mikroSroub, stolek mikroskopu, vodi¢ preparitu, revolverovy meénic
objektivii, objimka pro kondenzor a objimka pro filtr, ale pfedev§im z optickych dila:
objektivy, okuldry, kondenzor s aperturni irisovou clonou, a déle z osvétlovaciho zafizeni:
lampa s kolektorovou ¢ockou (kolektor soustfed’uje svétlo do kondenzoru) a aperturni irisova
clony (pod kondenzorem) a polni clona.
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Obr. ¢. 1: Stavba svételného mikroskopu

Mikroskopem pozorujeme obraz, ktery vytvofila optickd soustava mikroskopu a ktery byl
lidskym okem a mozkem zpracovan ve vjem. MnoZstvi a druh informaci o pozorovaném
objektu tedy zdvisi na vlastnostech pouZzité optické soustavy a na individudlnich vlastnostech
pozorovatele. Objektivem vznikd skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz pozorovaného
objektu v piedni ohniskové rovin¢ okularu. Vznikly obraz je pak pozorovan pies objektiv jako
lupou. Vysledny obraz, ktery ve svételném mikroskopu pozorujeme je tedy neskutecny,
pievraceny a zvétSeny (viz obrazek ¢. 2).
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1: Konstrukce vzniku obrazu ve sloZeném mikroskopu

Nejzdkladnéjsi pravidla mikroskopovani:

1.

e

10.

11.

Do optické osy mikroskopu nastavit nejmensi objektiv (4x nebo 10x).

Pomoci makroSroubu umistit stolek “na doraz” nahoru.

Osvétlit zorné pole.

Zapnout zarovku a reguldtorem osvétleni upravit intenzitu na ptiblizné na 1/2 vykonu.
Zkontrolovat Cistotu optiky.

Na stolek polozit preparat. Vyhledat a zaostfit obraz objektu.

Upravit rozestup okuldra.

Ov¢rit, zda vidime obéma oc€ima (okuldry) stejné dobfe, piipadné vyrovnat
dioptrickou vadu oka dioptrickym krouzkem v levém okuléru.

Pohybovat prepardtem a vyhledat nejvhodnéj$i misto pro pozorovéani. Toto misto
umistit do sttedu zorného pole - vycentrovat objekt.

Pro vlastni pozorovani vyménit podle potieby objektiv za jiny, a to posunem nosice
objektivil, nepohybovat stolkem mikroskopu nahoru nebo dolt doslo by k rozostteni.
U mikroskopovani nestat, ale sed¢t.

Casté chyby pii mikroskopovani:

S e

Nedodrzovani sledu jednotlivych pravidel mikroskopovani.
Pouziti nejprve siln€ zvétSujicicho objektivu.

Nespravné osvétleni a clonéni.

Nevycentrovani pozorovaného objektu v zorném poli.
Preparat umistény na stolek mikroskopu krycim sklem dold.
Neproostfovani pozorovaného objektu pomoci mikroSroubu.



UKol ¢. 1: Pozorovani tiSténého pismene

Pomicky: svételny mikroskop a mikroskopické potieby (podlozni a kryci sklicka); pinzeta;
voda; prouzky filtra¢niho papiru; noviny; nlizky
Postup:
1. Z novin vystiihnéte libovolné pismeno.
2. Pismeno vloZte do kapky vody na podloZnim skle a prekryjte krycim sklic¢kem.
3. Pismeno pozorujte nejdiive pouhym okem a obraz zakreslete.
4. Vlozte preparat pod mikroskop a pozorujte pismeno pii malém zvétSeni. Obraz
zakreslete.
5. Oba pozorované obrazy porovnejte a pozorované skuteCnosti vysvétlete.
Poznamenejte si také hodnoty zvétSeni objektivu a okuldru. Sledujte, jakym smérem se
pohybuje obraz pti posunu prepardtem po stole mikroskopu.

Otazky:
1. Jakd je vlnova délka casti spektra viditelného svétla? A jaké jsou vinové délky
ultrafialového a infracerveného zafeni? Schematicky porovne;j.
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