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Konstrukce obrazu
v mikroskopu

Vady ¢ocek

Rozlisovaci schopnost
mikroskopu

Pavla Valova, 2018
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Geometrie zobrazovani spojnou
c¢ockou:

Paprsky dulezité pri
konstrukci obrazii
vytvorenych cockou*:

1. paprsek rovnobézny s
optickou osou se lame do
obrazového ohniska (F")

2. paprsek prochazejici
stredem coc€ky (hlavni) se
nelame

3. paprsek prochazejici
predmétovym ohniskem (F)
se lame rovnobézné

S optickou osou

* Pfedpokladame velmi tenkou Gocku..

T¥i paprsky dualezité pri
konstrukei obrazi vytvéarenych
¢ockou

Pazourek, 1975.
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A UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Konstrukce obrazu pri riuznych
polohach objektu:

1) je-li predmet za dvojnasobnou ohniskovou vzdalenosti (P)

— obraz mezi ohniskem a dvojnasobnou ohniskovou
vzdalenosti - skutecny, zmenseny a prevraceny

OP Vzdélavani



2) lezi-li predmét mezi dvojnasobnou ohniskovou
vzdalenosti (P) a F

— skutecny, zvetseny a prevraceny za dvojnasobnou
ohniskovou vzdalenosti

M
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predmeét
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Pazourek, 1975.

EVROPSKA UNIE
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3) piedmét lezici blize nez F

— obraz neskutecny (zdanlivy, virtualni), zvetsSeny
a vzprimeny

C
___________ A
TR oko
P F o
—) e e FOME S SR S nin Sttt
predmét

Pazourek, 1975.

Pozorovani neskute¢cného obrazu:

Oc¢ni ¢o€ka zmeni rozbihavé paprsky ve sbihavé — obraz predmétu
pozorujeme v pruseciku, ktery vznikne zpétnym prodlouzenim
rozbihavych paprsku.
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Konstrukce obrazu vytvoreného
slozenym mikroskopem:

Slozeny mikroskop se sklada ze dvou
optickych casti funkcné i stavebneé odlisnych:

Zz objektivu
a okularu

Pro konstrukci obrazu vychazime ze zakon
geometrické optiky.

OP Vzdélavani



...... Obrazova rovina

objektivu
Opticky
Zadni ohniskova .. interval
rovina objektivu (F) mikroskopu

objektiv
F — ohnisko objektivu
objekt F, — ohnisko okularu

Konstrukce vzniku obrazu ve sloZzeném mikroskopu

F a F’ - ohniska objektivu, F | a F| - ohniska okularu;  P’- dvojnasobna @hniskova vzdalenost
O | - obraz vytvoreny objektivem, O 2 - zdanlivy obraz vytvoreny okularem

Upraveno podle: Pazourek, 1975.

Opticky interval mikroskopu (A) — vzdalenost mezi obrazovym
ohniskem objektivu (F) a predmétovym ohniskem okularu (F,) gf

o

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

evropsky
soclaini

OF Vrdelavam
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Pri ostreni nastavujeme objekt
mezi dvojnasobnou ohniskovou vzdalenost a ohnisko

- objektivem vznika obraz

skutecny, zvetseny, prevraceny
za dvojnasobnou ohniskovou vzdalenosti

- tento obraz pozorujeme okularem jako lupou
(obraz musi byt mezi ¢ockou okularu a jejim ohniskem),

tou ziskame obraz heskutecny, zvetseny, vzpfimeny

=) Koneény obraz pozorovany v mikroskopu je vzhledem
k predmétu prevraceny

EVROPSKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Kvalita ziskaného obrazu:
Hlavni vady ¢ocek

Vady chromatické
- barevna vada polohy
- barevna vada velikosti
- barevné variace monochromatickych vad

Vady monochromaticke
- otvorova vada
- astigmaticka vada
- asymetricka vada (koma)
- vyklenuti zorneho pole



Vada chromaticka (barevna)

— rizny lom svétla o rtizné A

Cocky
s neodstranénou
chromatickou

Kvalitni éocky
vadou

fotoaparatu

Obraz zaostreny v jedné barve nebude soucasneée ostry i pro jiné barvy.
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1. Barevna vada polohy
— obraz pro kazdou barvu se vytvari v jiném misteé

Odstranéni vady:
- pouziti monochromat

2. Barevna vada velikosti (zvétseni)
— obrazy predmeétu jsou pro rizné barvy rizné veliké
(pro modré jsou mensi nez pro cervene)

Odstraneéni:

- kompenzacéni okulary

Objektivy achromatické a apochromatické
— CoCka je nahrazena dvojici Ci trojici rozdilne tvarovanych CocCek

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Barevna vada velikosti

- velikost prumeéru viasu pod mikroskopem
Z = 400x

Bilé Fluorescence Fluorescence Fluorescence
svétlo WU WB WG
modra emise zluta emise cervena emise



Vady monochromatické

sféricka vada zakriveni pole

objekt obraz
[ ‘
optick: osa opticka
osa

Pozorovany objekt astigmatismus poduskovity dtvar

‘___. - distorze _.-

soudeckovity utvar

~— .
= Vl
o
evropsky s
socialni . P
4 fondvCR EVROPSKA UNIE

pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vada otvorova (kulova, sféericka)

- paprsky rovnhobézné s osou se lamou rizné podle jejich
vzdalenosti od stfredu cocky

— obrazem bodu nejsou body, ale prekryvajici se kruhy

http://technet.idnes.cz/zakladni
-kamen-kazdeho-fotaku-jak-
vznika-obraz-v-objektivu-pan-

Sfér i Ck é aber ace Jtec_foto.aspx?c=A071025_10

3506 tec foto jlb

— obraz je mdly, s nizkou obrysovou ostrosti

Odstraneéni vady:
- zUzenim svazku paprsku; pouzitim soustav coc¢ek konvexnich
a konkavnich, tzv. aplanatické ¢ocky

A UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Vada astigmaticka

— paprsky dopadajici na ¢o€ku ze strany

(z bodu leziciho mimo optickou osu) se neprotnou v jednom
misté, ale zobrazi se jako dvé linie na sebe kolmé

Dvé linie
na sebe kolmé

—

icka osa

Opticka soustava

Astigmatismus

Pazourek, 1975.

Odstraneni vady:
- spojeni s rozptylkou opaéné chyby

- dalezita spravna konstrukce mikroskopu i, mopressene “TRTHE AN

vvvvvvvvvvv



Astigmaticka vada u oka

1. ohniskovy
bod

2. ohniskovy

PRUREZ e

NORMALNIM OKEM

Nitroocni ¢ocka
Sitnice

Rohovka (tvar koule)

‘ Neostry obraz

PRﬁﬁEZ ASTIGMATICKYM OKEM

Sitnice

Nitrooéni cocka

Rohovka (tvaru
ragbyového mice)

| Paprsky
I ve vertikaln
roviné

\ | (svazky rovnobéinych
= P 2 paprskii ve dvou na .
Ohnisko \ | ' : sebe navzijem kolmych Paprsky
(smp.mk';m:any;: — ' : rovindch se sbihaji ve v horizonta'lnvl
seb:ena::;iem ‘ dvou bodech) roviné
kolmych rovindch se ‘
sbihaji v jednom bodé F— N\l
na sitnici) Paprsky
v horizontalni Paprsky
roviné e vertikalni
rovine
Odstranéni vady:

Korigovany (vlevo) a nekorigovany (vpravo) astigmatismus
Toroidni ¢oc¢ka — ve dvou navzajem kolmych rovinach ma jiné zakfiveni,
takze v kazdé z nich ovliviuje sbihavost paprsku jinak.

http://www.Vvistaeyecareco.com/wp-content/uploads/2011/01/astigmatism-large-graphic2-300x300.jpg
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Asymetricka vada - koma

— komplexni vada; bod lezici mimo osu €ocky se
zobrazuje Sirokym svazkem paprski v prostorovy
utvar, ktery na rovinném stinitku vytvari skvrnku
pripominajici tvarem kometu

Objekt

v Pazourek, 1975.
Odstranéni vady:

- aplanatické optické systémy;
- duilezita spravna konstrukce mikroskopu

OP Vzdélavani

EVROPSKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vyklenuti zorného pole

— paprsky dopadajici na ¢o€ku Sikmo maiji jiné ohnisko,
nez rovnomeérné paprsky primé —— obraz roviny se
nevytvori v roving, ale na zakrivené plose

—— nelze zaostrit na cely predmet

&

Vyklenuti zorného Zkresleni zornéh o
pole pole

~ Pazourek, 1975.
Odstranéni vady:

- pouziti planobjektivii

Dulezité pro mikrofotografii kvuli zobrazeni nezkresleného
celého zorného pole

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Distorze (zkresleni)

— okraje zorného pole jsou vice nebo méne zvetsené
nez stred - primky mimo optickou osu se zobrazuiji jako
prohnuté cary — deformace reality

poduskovity atvar

distorze

objekt

Soudeckovita distorze
(http://fotoroman.cz/glossary2/2_sfera.htm)

(obraz bez distorzni vady je tzv. ortoskopicky)

" Moznost korekce vad vhodnymi kombinacemi
ruznych ¢ocek a materialu.



Zobrazeni detailu v mikroskopu

Dulezitym parametrem kromé zvétSeni mikroskopu

je takeé
schopnost rozliSovat podrobnosti v preparatu

Na vzniku obrazu

se podili lom a chod paprsku
(viz geometricka optika)

Na kvalitu obrazu ma vliv
ohyb a interference svétla
(elektromagnetické vinéni)




Zobrazeni detailu v mikroskopu

- ohyb (difrakce)

Diffraction of Particles and Waves
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Ohyb svetla (difrakce)

nedifraktované
svétlo

difraktované
' svétlo

'/.'
/

difrakéni spektra

v zadni ohniskové roviné z v
objektivy (obj. 40%) Preparat bez mrizky

- difrakcéni obrazce

nevznikaji

Preparat: mrizka s Sirokymi .
sStérbinami | | I

- vznik difrakénich obrazcu

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Zobrazeni detailu v mikroskopu

" Preparat se sklada z mnozstvi
detaila (bodu), které se liSi
svymi optickymi vlastnostmi
od svého okoli

(moznost pfirovnani k mrizce)

= Otvor v nepruhledné desti¢ce
je zdrojem nového svételného
vinéni

= Skladani (interference) vin
z vice otvoru

— vznik svétlych

a tmavych zén
(maxim a minim)

*Thomas Young (1773-1829) - [jang] — anglicky Iékar a fyzik

Young's Double Slit Experiment

Destructive

Coherent
Light L
P —LASEY
ropc:alon Light
\ Prepazka

Interference se dvéma
stérbinami
““ -
___Constructive
Screen Interference
stinitko
Intensity Distribution of Fringes

Younguv* pokus s dvojitou stérbinou

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Potreba maxim k tvorbé obrazu:

ObrazovéJ—> g 2
rovina objektivu

Nulté maximum (0)

— prochazi primo, projde
vzdy, ale nepodili se na
vzniku obrazu

Zadni ohni

rovina objektivu

— na vzniku obrazu se podili
maxima I, Il., lll. ...
radu

Cim vice maxim
projde do objektivu,
tim kvalitnéjsi obraz

Obraz predmétu (Z,)

Zobrazeni ohybovych

kova maxim (Z,)

’ ~ Preparat (P)

P - predmét (napf. otvory v mftiZce); Ob -

objektiv; Z, - zobrazeni ohybovych maxim;

O a I - maximum nulté a maxima prvniho

fddu; Z, - obraz pfedmé&tu; II - maxima

druhého *4du, kterd v tomto pripadd do ob-

jektivu nevnikaji a netiéastni se tedy vytvo-
Ieni obrazu

Pazourek, 1975.

i
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Zobrazeni ohybovych maxim:

D]FFRACTION PATTERN IS FORMED IN THE REAR APERTURE OF THE OBJ ECTIVE
A

Appearance at
Rear Focal
Plane of
Objective

Rear Focal
Plane of
Objective

Objective

Specimen
Plane

Generation of an image by interference requires collection of two adjacent orders of diffracted
light by the objective. If diffraction at the specimen does not occur (a), or diffracted rays are
not collected by the objective (b), no image is formed. In panel ¢, a minimum of two adjaqent
diffraction orders (Oth and 1st) are collected, and an image is formed. In panel d, multiple
difracted orders are collected, leading to a high degree of definition in the image.

Zobrazeni
ohybovych
maxim

Zadni (skutec¢na)
ohniskova
rovina objektivu

Preparat

Murphy D.B., Davidson, M.W. (2013): Fundamentals of Light Microscopy and Electronic

Imaging. Jonh Wkiley & Sons, Inc. Hoboken, New Jersey.



Difrakce — vznik difrakénich obrazu v mikroskopu

obrazova rovina ¢ =

obraz vzorku

~difrakéni obraz vzorku
objektiv

kondenzor

2

vzorek
(mrFizka)

-4
o

https://www.zeiss.de/content/dam/Corporate/pressandmedia/

Obr.: upraveno podle Innovation 15, Carl Zeiss AG, 2005. E
downloads/innovation_ger_15.pdf S IWESTOE OO RN DR,



https://www.zeiss.de/content/dam/Corporate/pressandmedia/
https://www.zeiss.de/content/dam/Corporate/pressandmedia/

RozliSovaci schopnost svételného
mikroskopu

— je shodna s rozliSovaci schopnosti objektivu

- je zavisla na: - numerické aperture (NA) objektivu a kondenzoru
- na vinové délce svétla pouzitého k osvétleni
- na kvalité osvétleni preparatu
(optimalni nastaveni podle Kohlera)

RozliSovaci mez (d) - nejmensi vzdalenost 2 bodu, které lze

mikroskopem rozlisit

- vztah odvozen na zakladé teorie nemeckého fyzika
Ernsta Abbeho



* Numericka (Ciselna) apertura
(apertura = lat., otvor)

lan 100/125% +—
1607017

- jedna se o bezrozmérné Cislo, které je Ciselnym méfitkem

pro schopnost mikroskopické optiky zachycovat informace,
obsazené v pozorovaném objektu l

NA (N.A.) nebo také jen A
= vztah mezi otvorovym uhlem (a) a lomivosti prostredi (n)

NA =n.sin a/2

a = vstupni uhel paprsku do
objektivu

n =index lomu prostiedi mezi .
objektivem a preparatem

objektiv

objekt

Obr. Pazourek, 1975



Nejmensi vzdalenost mezi dvema body:

)\v Abbeho zapis
Podle Abbeho  d = a4

obj

Podle Rayleigha*

d = vzdalenost mezi body

0,61 = konstanta (Rayleighovo kritérium)
A = vlnova délka pouzitého svétla

NA = Ciselna apertura objektivu

Rozliseni tvaru:
- vzdalenost mezi body musi byt 5d - 10 d

* Lord Rayleigh — John William Strutt (1842—-1919), anglicky fyzik, spoluobjevitel argonu,
zabyval se i optickym a elektromagnetickym rozptylem svétla.



Rayleighovo kritéerium

Na vzniku obrazu v mikroskopu se podileji:

- odraz a lom paprsku
- difrakcni (ohybové) jevy

— kvuli difrakénim jeviim se
idealni bod nezobrazi jako bod,
ale jako ponékud rozmazana / N\
mala ploska, / hu;__igu

tzv. Airyho krouzek
Airyho krouzek

d = pr




Rayleighovo kritérium:

- dva body jsou rozlisené,

pokud nulté maximum jednoho
krouzku prave splyva s prvnim
minimem druhého krouzku (A)

nulté maximum— |

prvni minimum/

A —rozliSené body
B — nerozliSené body

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vliv vinoveé délky na rozliseni struktury

- pfi pouziti kratsi vinové délky bude teoreticka
rozliSovaci schopnost mikroskopu lepsi

0, I, I = maxima nultého,
N prvniho a druhého fadu

Pazourek, 1975

Pri NA,,; = 1,4 (s imerzi)
d pro modré svétlo (380 nm) =170 nm
d pro cervené svétlo (780 nm) = 340 nm

d pro bézné pouzivané bilé svetlo (cca 550 nm) = cca 240 nm

pro NA,,; = 1,25 (Skolni mikroskop) = cca 270 nm
d = vzdalenost mezi body Efmm o
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® Mikroskopem pozorujeme obraz,
ktery vytvorila uréita opticka soustava
a ktery je zpracovan smyslovym receptorem
a mozkem ve vjem

—  Informace o objektu

(druh a mnozstvi podrobnosti) zavisi na
® viastnostech pouzité optické soustavy

® individualnich schopnostech pozorovatele



Jan Evangelista Purkyneé (1787-1869)

- klasik Ceske biologie:

,Vzdyt neni jen oko, jez vidi — nebot je to spisSe
predstavivost a intelekt, jez to, co nyni vidime,
prifazuji k tomu, co jsme vidéli predtim,

a z tvarul drive pozorovanych objasni neznamé

a nejasné”,

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Kapky jako lupa. Foto Pavla Valova, K¥
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