Mikroskopie a rentgenova strukturni analyza

(1) Svételna mikroskopie

(2) Elektronova mikroskopie

(3) Mikroskopie skenujici sondou

(4) Rentgenova strukturni analyza
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Gullstrandiv model oka
e Alvar Gullstrand (1862-1930)
= Svédsky oftalmolog, nositel Nobelovy ceny v 1911 za fyziologii a Iékarstvi

= studium lidského oka jako systému cCocek

rohovka komorova voda || ¢ocka sklivec
n=1.376 n=1.336 n=1.413 n=1.336

Polomér krivosti: rohovka: 7.8 mm
predni plocha ¢ocky: 10.0 mm
zadni plocha c¢ocky: -6 mm

Optickd mohutnost (velikost zakriveni): rohovka: 43 D, ¢ocka: 15-20 D (proménliva)
oko jako celek: 59-63 D

Pr. D=1/f" [m1], 1/f'=(n,/n;-1)(1/r;-1/r,) = cocka: D =(1.413/1.336-1)(1/0.01+1/0.006) = 15.4 D (dioptrii)

Akomodace oka: akomodacni schopnost cocky (zména zakriveni)




Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Akomodacni schopnost cocky
* rozsah je urcen blizkym a dalekym bodem
* s rostoucim vékem akomodacni schopnost ¢ocky klesa (starecka vetchozrakost)

vzdaleny
bod vzdéaleny bod
zaostren
blizky
bod blizky bod
zaostren

* blizky bod (nejblizsi bod, ktery vidime ostre): dospély ¢lovék > 0.25 m, dité ~ 0.1m
* daleky bod: o=
e akomodacni sire zdravého oka: cca 4 D



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Spektrum elektromagnetického zareni

Electromagnetic Spectrum
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Zdroje viditelného svétla

* viditelna oblast (svétlo — optika): A v rozmezi 380 — 780 nm

Visible Light Spectrum
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e svetelna mikroskopie vyuziva prevazné wolframové vlakno, prip. LED, vybojky
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Barevna teplota zdroje svétla
* Wienlv ,posunovaci“ zakon: Apax = B/T b =2.9x103% m.K (Wienova konst.)
T —teplota télesa [K]
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* v zareni absolutné c¢erného télesa je maximalni energie vyzarovana na vinové délce, ktera
se s rostouci teplotou snizuje
* Wilhelm Wien obdrzel za tento objev Nobelovu cenu za fyziku v roce 1911

Intensity / (arb. units)
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Barevna teplota zdroje svétla
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* vétSina svételnych zdrojl u svételnych mikroskopl (kromé fluorescencnich) pouziva

wolframoveé vlakno

* vliv barevné teploty zdroje svétla ve fotografické technice



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Vnimani barev lidskym okem

* lidské oko obsahuje 3 druhy ¢Cipkd — citlivost na ¢ervenou, zelenou a modrou (RGB)
* kombinaci zakladnich barev vnimame vsechny ostatni barvy

C (cyan) - azurova

M (magenta) - purpurova
Y (yellow) - Zlutd

K (key) - ¢erna

RBG - aditivni skladani barev (vyuzivano v zobrazovacich zatizeni)
* scitame jednotlivé slozky barey, roste intenzita (jas)
* napf. Zlutou zobrazime pomoci slozeni zelené a Cervené slozky

CMYK - subtraktivni michani barev (vyuzivano v tisku — 4 barevné napiné)
* 7 bilého svétla odeditame (filtrujeme) urcité barevné slozky
* napf. Zlutou vytiskneme pomoci toneru se zZlutym pigmentem (absorbuje modrou sloigku)



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Odraz a lom svétla

* k odrazu a lomu svétla dochazi pti dopadu paprskl na rozhrani dvou prostredi s odliSnymi
optickymi vlastnostmi

Odraz svétla Lom svétla
n,
r
oL | O
rovina dopadu
o — Uhel dopadu B — dhel lomu
a’ —uhel odrazu n, ,—indexy lomu ng
k — kolmice k roviné dopadu
Snellav zakon lomu: n,.sina=n,.sinB, n=c/v, c..rychlostsvétlave vakuu

V ... rychlost svétla v 2. prostredi

latka vakuum  vzduch voda sklo glycerol

n 1 1,00026 1,33 1,5-1,9 1,473 10




Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Odraz a lom svétla

Rozdéleni prostfedi dle indexu lomu
* opticky fidsi (prostredi s mensim indexem lomu)
» opticky hustSi (prostredi s vétsSim indexem lomu)

Lom paprsku ke kolmici Lom paprsku od kolmice
k
N,
L

Ny

.
- 2

B\ n,
n,<n, - n, >n, n,.sina = n,.sinP

* srostoucim uhlem dopadu a roste uhel lomu 3
* - mezniuhel, B =90° (jesté dochazi k lomu)
* o> 0o, — hastava uplny odraz

n,.sina = n,.sinB

* vyuziti plného odrazu v konstrukci odraznych hranolt
rozhrani sklo - vzduch o, = 42° = pfi Uhlu dopadu 45° nastava totalni odraz

11



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Odraz svétla zrcadlem Lom svétla cockou

| —FL—|

duté (konkavni) vypuklé (konvexni)

- Ohnisko
Stred zrcadla
krivosti \
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(b) Bi-Concave Lens

Konstrukce obrazu zrcadlem

e Paprsek paralelni s optickou osou se odrazi do ohniska
* Paprsek prochazejici ohniskem se odrazi rovnobézné s optickou osou
* Paprsek prochazejici stredem krivosti se odrazi po stejné draze zpét

* obdobnym zpusobem dochdzi k lomu paprskl u ¢ocky



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Difrakce svétla

* k ohybu dochazi, kdyz vinéni pri setkani s prekazkou postupuje v jinych smérech, nez ve
smeérech predvidanych zakony prfimocarého Sifeni

Analogie difrakce svétla s Sirenim morskych vin v pristavu

Nerealna situace Redlna situace

B
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Difrakce svétla

k ohybu dochazi, kdyz vinéni pfi setkani s prekazkou postupuje v jinych smérech, nez ve
smérech predvidanych zakony prfimocarého Siteni

ohyb svétla je pozorovatelny, jestlize rozmér prekazky se blizi fradové vinové délce
pouzitého svétla

rozliSujeme: (1) Fresnelliv ohyb — pozorovany na stinitku blizko prekazky
(2) Fraunhoferiv ohyb — pozorovany na stinitku, kdy zdroj svétla a
stinitko jsou velmi vzddlené od prekdazky (v nekonecnu) = paprsky pak
|ze povazovat za paralelni




Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Difrakce svétla

Fraunhoferlv ohyb svételnych paprski na uzké stérbiné

Stérbina stinitko s ohybovym obrazcem

paralelni svételna vina difraktované paprsky
znazornény jako vinoplochy

* kazdy bod stérbiny se podle Huygensova principu stava zdrojem elementarniho vinéni,
které se z ného Sifi v elementdarnich vinoplochach i do prostoru za prekazkou (oblast
geometrického stinu)

* do kazdého bodu na stinitku pak dopada svétlo z kazdého bodu stérbiny

e osvétlenim stérbiny koherentni vinou vznika na stinitku ohybovy obrazec
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Difrakce svétla

Pozorovani Fraunhoferova ohybu - experimentalni usporadani optické soustavy

A
A
paralelni svazky §
‘ N
S
K]
— = -o ———————
>
S
)
Ne]
>
S
zdroj svétla v
kondenzorova v
¢ocka Stérbina objektivova stinitko v ohniskové
¢ocka roviné objektivové
¢ocky

* splnuje podminky vzdaleného zdroje svétla (paralelni svazky) od Stérbiny diky
kondenzorové Cocce

* spliuje podminky vzdaleného stinitka, na kterém je obraz tvoren paralelnimi svazky
(diky objektivové ¢occe)

e experimentadlni usporadani podobné konstrukci svételného mikroskopu = pfi zobrazeni
predmétu (bodu) svételnym mikroskopem se projevi i Fraunhoferlv ohyb

16



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Difrakce svétla na uzkeé sterbineé

Ohyb svétla na uzké stérbiné a vznik interferencniho obrazce na stinitku

intenzita Intenzita ohybového obrazce
2
sin 6 wtd .
I(a) =1(0) ( J ) , 0 = =-sina

Podminka minima:

[(a) =0 = sinf =0

=2aid A /d ald 23/d

nd
stinitko 9 — kﬂ — TSlnal k — 1) 2; 3) e
M
sina = k- mira ohybu zavisi na velikosti
d Stérbiny d i vinové délce A

Podminka maxima:

Stérbina d (sin @
—] d _ 0
: i(5)

pozice maxima uprostred sousednich minim

http://www.olympusmicro.com/primer/java/diffraction/index.html 17



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Difrakce svétla na kruhovém otvoru

Ohyb svétla na kruhovém otvoru (apertura objektivu svételného mikroskopu)
* Fraunhoferliv ohyb omezuje rozliSovaci mez svételného mikroskopu

Podminka minima pri ohybu svétla na kruhovém otvoru:
» slozité odvozeni (integrace pres kruhovy otvor, vypocet zahrnuje Besselovy funkce 1.radu)

_ a - uhlovy polomér prvniho ohybového minima
sina = 1.22 q (udava polomér stredové plosky ohybového obrazce)
d — prameér apertury

Pro velkou aperturu lze psat: a=1.22 7

18



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Interference svétla

e fyzikalni jev, ktery potvrzuje vinovou povahu svétla

e vznika skldadanim dvou nebo vice svételnych vinéni
* interference je pozorovatelna pfi skladani koherentnich svételnych vinéni

Popis vinéni:

2T

y = Asin wt

o - Uhlova frekvence: w = T = 27Tf

perioda T a frekvence f pohybu:

Popis viny v libovolném bodé x ve sméru Sireni:

y(x) = Asinw (t — %)

1_
f—f

A - vinova délka vinéni : A =vT

y = Asin(wt — @)

2T

¢ - fazovy posuv vinéni: Y = Tx = kx

\'4

A smeér sireni vinéni

A
A 4

R S—
y(x)
< )\ >
celkova energie vinéni:
w=w,+W =1‘ma)2A2

Intenzita vinéni (energie/plochu):

I = KA?

19
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Interference sveéetla

Koherentni vinéni — maji stejnou frekvenci a konstantni fazovy rozdil, ktery se vdaném
bodé prostoru s casem nemeéni

2T

Fazovy rozdil dvou vinéni: Ap = TAl ) Al ... drahovy rozdil
Constructive Interference Destructive Interference
D =Propagation
D Direction D D=Propagation
h - = h Direction
w c A= Amplitude w c *
i- Wavelength - A +A <A A= Amplitude
D (Resultant) % A-A =R
A c Waves in Phase Ayt c (Resultant)
Path Differnce =0
C =\Vibrati
C =Vibration I % Dh‘eul;?a:n I
D Direction D
Ar c Figure 3
A, c Figure 2
Vznik interferenéniho maxima Vznik interferenéniho minima
A A
Al =2k k€ No Al=(2k+1)§,kezv0
— 2 — 2

Ay = Ay, => 1 = K443,

http://www.olympusmicro.com/primer/java/interference/index.html



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Interference svétla

Younglv pokus (r. 1801)

* dokazal vinovou povahu svétla a vysvétlil proces interference svétla

Young's Double Slit Experiment

Light Coherent
Propagation —-— l[?sﬁtr
Direction g
Barrier with
Destructive
Interference Double Siits
. . ;Constructive
Screen Interference

realny interferencni obrazec

* dvojice uzkych stérbin plIni roli dvou zdroji koherentniho zareni

 na stinitku dochazi k interferenci svétla

https://www.youtube.com/watch?v=luv6hY6zsd0

21
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Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Polarizace svétla Electric Field (E)

Svétlo jako elektro (E) magnetické (B) vinéni Magnetic Field (B)

» vektory elektrické intenzity E a magnetické indukce B jsou kolmé vzajemné a ke sméru
Sifeni viny
* bilé svétlo (slunecni, zarovka, ...) je nepolarizované (E kmita ve vSech rovinach)

* polarizované svétlo je vhodné pro studium opticky aktivnich latek
* polarizaci bilého svétla omezime kmitani E do jedné roviny
* metody polarizace svétla — odraz a lom svétla, dvojlom, polarizac¢ni filtry

\P\

nepolarizované svétlo linearné polarizované svétlo

22



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Polarizace svéetla odrazem

nepolarizované svétlo dopada na rozhrani dvou opticky ruznych latek pod polarizaénim

Uhlem — tzv. Brewsteruv uhel
odrazeny paprsek je dokonale polarizovany v roviné kolmé k roviné dopadu

odrazeny a lomeny paprsek sviraji uhel 90°

pro BrewsterUv uhel plati: n,
tanf; = —
ny

Incident ray

Reflected
(unpolarised) eflected ray

(polarised)

Refracted ray
(slightly polarised)

23



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Polarizace svétla

Zktizené polarizatory Polarizer 1 Polarizer 2

(vertical)

Incident Beam
(unpolarized)

Vertically
Polarized
Light Wave

http://www.olympusmicro.com/primer/java/polarizedlight/filters/index.html

Vyuziti zkrizenych polarizatort u polarimetrt

zkoumana latka

g ; stupnice matnce
polanzator analyzator

e

* vychozi nastaveni bez vzorku — zkrizeny polarizator a analyzator — tmavé zorné pole

e zkoumana latka zméni rovinu polarizace a rozjasni zorné pole na matnici

e otocenim analyzatoru o dany Uhel ziskame opét tmavé pole

* Uhel stoCeni je umérny koncentraci opticky aktivni latky 24

zdroj svétla




Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Dvojlom svétla

* lom svétla na rozhrani dvou prostredi se fidi Snellovym zdkonem  n; sina = n, sin

C - C -
—sina = —sinf
U1 Vs

e prostredi rozliSujeme: opticky izotropni — rychlost Sifeni paprsku nezavisi na sméru

- index lomu se v dané latce neméni
opticky anizotropni — rychlost Sifeni zavisi na sméru a polarizaci
- vykazuji dvojlom, vznika Fadny a mimoradny
paprsek
- krystaly kromé krystal( kubické soustavy

izotropni anizotropni izotropni/anizotropni

chlorid sodny  Islandsky vapenec polymer

25



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Dvojlom svétla

Islandsky vapenec (klencova soustava) \
71°
109° T T T T T e—11ﬁ1110f:i{111'_{'papraekh
5 I
I I I I e . o o -~ o o o o o - fadny paprsek -
T -

/ . . Opti‘:kd 0sa

* pridopadu bilého svétla na klenec dochazi k polarizaci a vzniku dvou paprsk

* Fadny paprsek — Sifi se jako v izotropnim prostredi (splfuje zakon lomu)

* mimoradny paprsek — neridi se zakon lomu

* na vystupu jsou oba paprsky vzajemné posunuté a rovnobézné (mozna interference)
* opticka osa — udava smér, ve kterém k dvojlomu nedochazi

26



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Dvojlom svétla

Polariza¢ni mikroskopie

* vyuziva kombinace svételného mikroskopu a polarimetru
* studium anizotropnich krystalli (mineralogie), bunécénych stén, skrobovych zrn (biologie)

VW

Light source

Condensor

Specimen

Objective

—— Q analyzator

e polarizator je ve zkrizené pozici s analyzatorem
* pridvojlomu jeden paprsek kmita kolmo k polariza€ni roviné analyzatoru (neprojde) a
druhy rovnobézné s ni, projde a je detekovan 27



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Svételné filtry

» zSirokého spektra viditelného svétla propousti nékteré A a selektivné absorbuji nebo
odrazeji nezadouci A

e ,longpass” filtry — propousti delSi vinové délky svétla
,shortpass” filtry — propousti kratké vinové délky
,bandpass” filtry — propousti svétlo v daném intervalu vinovych délek

Parametry filtru

transmitance

Sifka pasma

Sifka polopasma

dolni horni vinova délka
mez mez



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Svételné filtry
* rozliSujeme dva zakladni typy — filtry absorpcni a interferencni

Absorpcni filtry
* barevna skla, zelatinové vrstvy obarvené pigmenty, syntetické polymery

Priklad: fialovy filtr — absorpce zelené slozky, propousti az 90% Cervené a modré slozky

Magenta Filter Absorbs p Sl o
Green Light Propustnost barevnych filtru

ME?errr}m
g 003
- o ons | Orangr fiter | 1 | |
e
Light (RGB) sos DS MOl ~ . /
Ve 7\ \ Red fiiter p—
603 / =
Magenta Filter / \ ST am
100% 40% / 740»%
N 20%
50%
5' 0% + —
2 400 500 600 700 800 900 1000 1100 nm
o e >
400 700

500 600
Wavelength (nm)

absorpcni spektrum

29



Svételna mikroskopie — zakladni pojmy

Svételné filtry
* rozliSujeme dva zakladni typy — filtry absorp¢€ni a interferencni

Interferencni filtry
e odrazem a vicenasobnou interferenci potlacuji nezadouci A

Magenta Interference Filter

Principle of destructive interference

Lighi Incoming Destructive interference:

vy L 9 Passe light beam Reflected light waves with a
White ™ retardation of 2./2
Light (RGB)

Reflection1

Green Light Reflected

100%:

y 4 - Antireflection coating
v | Layer thickness 2./4

Lens

TRANSMISSION

i
)

400 500 800 700 Outgoing
WAVELENGTH {nm) light beam

Dichroické filtry/zrcadla
e odrazi svétlo jedné bravy, propousti svétlo druhé bravy
* pouzivaji se ve svételné mikroskopii (napfr. fluorescenéni mikroskop) 30



Cviceni: Ohyb svétla na Uzké stérbiné — stanoveni podminek interferenéniho max/min

A

Intensity

swétlo b

-2/ -a/d Aid 20/d

stinitlzo

Vysledek:
e vychazime z: Al=b.sina
* uvazujeme dvojice vin o drahovém rozdilu Al/2

Podminka minima: Al/2=(2k+1).A/2 = Al=2.(2k+1). A/2=sudé €. .A/2=k A
Al=k A = sino=k A/b

Podminka maxima: Al=(2k+1). A/2

31



