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Oko jako opticka soustava
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Oko jako opticka soustava

Zakladni optické hodnoty:

- pracovni vzdalenost (normalni zrakova délka;
konvencni zrakova vzdalenost) = 250 mm

- nejmensi vzdalenost (rozliSovaci schopnost lidskeho oka)
je 0,15 mm (1" zorného uhlu)

- vzdalenost dvou bodu, které prumérné unavené oko

rozlisi jako dva body z pracovni vzdalenosti
je 0,327 mm (odpovida 4,5° zorného uhlu)

Pri mikroskopovani zvetsujeme zorny uhel pozorovani.

OP Vzdélavani

EVROPSKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Zakladni éasti mikrosko
: I mi pu

"Optickeé casti mikroskopu

nosic

BOsvetlovaci zarizeni

"Mechanické casti
mikroskopu

1

<7 kondenzor

/ ] drzik filtru

@ - polniclona
1 - stolek dhallie / C‘>

2 - drzak preparatu ZArovka
Stavba optického mikroskopu

—

3 — makrosSroub a mikroSroub

N revolverovy

# objektiv

[L'AL?L_:‘ stolek

— irisova clona

4 — posun kondenzoru
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Optické ¢asti mikroskopu:

* oObjektiv
« okular

 opticke filtry
* hranoly

pro konkurenceschopnost



" Objektiv

= coCka (soustava Cocek)

nad pozorovanym |
objektem l"

celni cocCka - nejblize k objektu

pro konkurenceschopnost



Charakteristiky objektivu

" ohniskova vzdalenost

" vlastni zvetseni objektivu

" volna pracovni vzdalenost

" svetelnost objektivu

" numericka (Ciselna) apertura

" rozlisovaci schopnost objektivu
" hloubkova ostrost

" parfokalni vzdalenost




Charakteristiky objektivu:

* Ohniskova vzdalenost (f)

— nad 20 mm - velmi slabé objektivy
— 6 =15 mm - stredni
— pod 5 mm — silné (u CHK-2 objektivy 20x, 40x, 100x - s imerzi)

* Vlastni zvetseni objektivu
M = 250 / f

- 250 = normalni zrakova vzdalenost v mm
- f=ohniskova vzdalenost

— ¢im kratsSi ohniskova vzdalenost, tim vétsi zvétseni

OP Vzdélavani



 Volna praCOvni vzdalenost (W.D. = working distance)
= vzdalenost kryciho sklicka od celni Cocky objektivu

— ¢im silngjSi objektiv, tim mensi W.D. (obj.100x W.D. = 0,20 mm)
Pozor pri pouzivani objektivu 40x (W.D. =0,53 mm)
pri praci s imerznim olejem !!!

« Svetelnost objektivu

= schopnost zachytit co mozna nejvétsi mnozstvi svétla,
které se u€astni tvorby realného obrazu

— svételnost objektivu je pfimo imérna NA?

— pro fluorescenci jsou vhodné objektivy s velkou svételnosti

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

&3
an 400152+

1607017

- jedna se o bezrozmerné Cislo, které je Ciselnym méritkem

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 prostfedi mezi b
objektivem a preparatem \

objektiv

objekt

Obr. Pazourek, 1975



Numericka apertura objektivu

Numerical Aperture

NA=txsinct | | Y NAe =15 sinck

Air n=1 A - Oii n=15




Numericka apertura objektivu

a je vzdy mensi nez 180° (a/2 je mensi nez 90°)
" ¢im vyssi numericka apertura (NA), tim vyssi
rozlisovaci schopnost objektivu a vetsi zvetseni

Podle prostredi mezi KS a ¢elni coCkou objektivu rozliSujeme:

< sucheé objektivy: NA <1 (nejlepsi NA=0,85-0,94)
imerzni objektivy: NA > 1
(homogenni olejoveé imerze — Casté oznaceni HI nebo Oil.imerse)
Priklady imerzniho prostredi:
vodni imerze n = 1,33; olejova imerze 1,40;

glycerolova 1,4 (u kiemenné optiky); bromnaftalénova 1,60

Animace;
http://www.olympusmicro.com/primer/java/nuaperture/index.html Efmpvm [\“/%l

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



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

Vliv imerzniho oleje
I o I I /i . L e
Vliv tloust’ky kryciho skla
? 4 3
b \:s //
I (0 = objekt
_ imerzni olej Vliv tloustky kryciho skla
\ = / kryci sklo ———— na hodnotu obrazu
P i G P"eparat Vzi llew(rf ]::,é.;ti Obmz]? je s%ligflgq é:lusﬁt_é;k%c_) mg. ia
i / g e 1 podiozni sklo jako by nevyohazely z Jednoho bodu, V praxi
)i | byva sklitko tenti, a proto i tato chyba nepo-
me&rnd mensi
Pouziti imerzniho oleje: Obr. Pazourek, 1975

- predejdeme ztratam svetla
- do objektu dopadne vétSi mnozstvi paprsku
- obraz obsahuje vice detaill

eerp - m %I 4
OP Vadélavani

l d CR EEEEEEEEEEEE Ppro konkurenceschopnost
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http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/immersion/index.htmi



http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/immersion/index.html

Vliv numericke apertury objektivu
na ostrost obrazu

Obr. z Pfiru¢ka Olympus

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

evropsky
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Prakticky vyznam numerickeé
apertury:

1. urcuje rozlisovaci schopnost a hranice
uzitecného zvetseni mikroskopu

2. ovliviiuje svetelnost mikroskopického
obrazu

3. ovlivinuje hloubku ostrosti



* Rozlisovaci schopnost objektivu

= schopnost rozlisit dva vedle sebe
lezici body jesté jako body samostatné

zavisi na: NA (objektivu | kondenzoru)
vinove délce (M)

(nejmensi velikost predmétu, ktery jesté muzeme okem rozlisit je
0,1 — 0,15 mm; u unaveného oka 0,3 mm i vice!)

vvvvvvvvvvv




Zavislost velikosti Airyho krouzkt na NA objektivi

Airyho krouzky

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vliv numericke apertury
objektivu

na rozliSovaci schopnost objektivu

Zrnka mikromletého vapence
pozorovana v temném poli
objektivy o rizné numerické
aperture

NA = 0,20

NA = 0,03

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Obr. J. Plasek. Vesmir 74, 508, 1995/9.




* Hloubkova ostrost objektivu
(penetracni schopnost)

= vzdalenost mezi nejblizSim |
a nejvzdalenéjSim mistem \
preparatu, ktery je zobrazen
ostre

«/™> Low Power Objective

High Power Objective .

— v obraceném pomeéru k NA Obr. z Pfirugka Olympus
(slabsi objektivy maji vetsi hloubku ostrosti nez silngjsi)
— priclonénim se hloubka ostrosti zvétSuje (snizi se NA kondenzoru)

Dulezita pri mikrofotografii

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost
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Objektiv - hloubkova ostrost

Hadinec Echium maculatum (syn. Echium russicum); 2n = 24

.
1“'g, ‘\' o
.3" ‘. .‘ o
-
U
$ 3"

Foto Pavla Valova

Z =1 000x (imerze); objektiv 100x, NA = 1,35

Pfi pocitani jednotlivych chromozédmu musime proostirovat pomoci mikroSroubu.



 Parfokalni vzdalenost

= vzdalenost objektivu v mm od zavitu objektivu k povrchu
preparatu, pripadné od kryciho skla

- zaostreni objektivi umisténych v revolverovém vyméniku

Obrazova rovina
objektivu

na priblizné stejnou vzdalenost

Parfokalni

, 45 mm
vzdalenost

Preparat

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Vrdélavani



Typy objektivu

Podle prostredi mezi krycim sklem a Celni CoCkou:

* suche
* imerzni (ponorne)

- objektivy korekcni
(s korekCnim krouzkem) pro
pfizpusobeni se rizné tloustce
kryciho skla

- objektivy s odpruzenim
(ochrana Celni CoCky i preparatu)

vvvvvvvvvvv

EVROPSKA UNIE
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Typy objektivu z hlediska korekce vad:

The principle of an achrmatic lens. Chromaticka vada

apochromaticka ¢ocka

’ ' jednoducha cocka achromaticka ¢ocka
jednoducha achromaticka
cocCka cocCka

planapochromat achromat
< !‘T-'&.’-\E,
Ef:;;:rsz - Crr
4 fondvCR EVROPSKA UNIE PR oo PO
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Korekce achromaticke vady u apochromaticke
cocky:

Prevzato z prezentace:
http://old.vscht.cz/nmr/mol model bioinfo/lekce/mikroskopiel.pdf




Skladba éocek u apochromatickych objektivu

10x (NA =0,30) 20x (NA =0,65) 40x (NA =0,95) 100x (NA = 1,40)




Zakladni typy objektivu z hlediska
korekce vad:

achromaty (Achro; A) - korekce barevné
chromatické vady pro svetlo Cervené a modré

planachromaty (Plan Achro) — dtto* + odstranéni
sferické vady (vhodné pro mikrofotografii)

apochromaty (Apo) — korekce pro svétlo zZluté,

zelené, modreé a cervené, zorné pole

vyklenutejsi (nevhodné pro ¢ernobilé mikrofoto, ale vhodné
pro barevnou mikrofotografii a pro infraCervené svétlo)

- planapochromaty (Plan Apo) — nejkvalitnéjsi
odstranéna chromaticka vada + sféricka + koma

* dtto — z lat. detto = totéZ, to samé E‘f o m n



Dalsi typy objektivu

- monochromaty — pro pouziti svétla o urcité A (napr. vhodné
pro fluorescencni mikroskopy - kiemenné Cocky)

- reflexni objektivy (zrcadlové) — vhodné pro UV pozorovani
(vyhody: velka pracovni vzdalenost, odstranéna chromaticka
vada, nejsou omezeny A svétla)

- CF-objektivy — zobrazuji bez barevné vady zvétseni
(chromatical aberration free)

- Sirokouhlé objektivy - oznac¢eni W nebo WE (wide z angl.)
nebo GF (Grossfeld z némciny)

(achromaty, planachromaty nebo planapochromaty)



Dulezité udaje na objektivu

E— 3 TR
Korekce optické vady B' G NAD zvétSeni objektivu

Numericka apertura

SPlan Apo*
(NA)
Barevné oznaéeni— - &~ Délka tubusu (160)/
objektivu (zvétseni) a2 tloustka KS

Korekéni krouzek
(na korekci

tloustky pouzitého
kryciho skla)

* S = super; Plan Apo = planapochromaticky objektiv
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Funkce objektivu s korekcnim krouzkem

(korekce tloustky pouzitého kryciho skla)

Korekcéni
krouzek

Vel W

Kryci
sklicko

socialni

OP Vzdélavani



Objektiv firmy Olympus

zvétsen|

° - mechanicka délka —f<* /.17 /:j

tubusu neomezena
(optika s korekci na nekonec¢no)

Ntz

40X/0.65 — |

zavit k nasroubovani do
revolverového vyméniku

typ objektivu (planachromat)

/ z hlediska korekce optické vady

numericka apertura

e

— doporucena tloust’ka

/

kryciho skla (0,17 mm)

i m %I
socialni
4 fondvCR EVROPSKA UNIE
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Objective Specifications

= vyrobce Manufacturer )\ _———Screw Thread = zavit

Aberration = korekce
Correction barevné vady

Numerical

= korekce Flat-Field
zakiiveni Correction

Linear Aperture
Magnification )

Immersion
= specialni Specialized Medium ]
optické OPtica' = pracovni
P . Properties Working ~ vzdalenost

vlastnosti Distance
(0,21 mm)

©0 _|nfinity —>Tube Length

Corrected Cover Slip
Optical System Thickness

Color Code - Magnification Indicator

Finger Grip

J
o/
4

\ Spring-Loaded = odpruzena
Front Lens éelni éoéka

Immersion
Indicator
Color Band

= barevny indikatorovy krouzek
k pouziti imerze

Upraveno podle: http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/opticalmicroscopy.html
Specifikace objektivu viz i http://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomy/specifications.html



http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/opticalmicroscopy.html
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomy/specifications.html

Objektivy u skolniho mikroskopu
Olympus CHK?2:

E A4 E A10 E A20 E A40 E A100
NA* 0,10 0,25 0,40 0,65 1,25 oil
160/ - 160/ - 160/ 0,17 160/ 0,17 160/ -
d 3,4um 1,3 ym 0,82 ym 0,52 ym 0,26 ym
WD 29 mm 6,3 mm + 0,86 mm 0,53 mm 0,20 mm

cerveny r4[114Y zeleny

Barevny krouzek na objektivu
(k rychlé orientaci zvétSeni)

Parametry objektivu 100x u fluorescenéniho mikroskopu BX60:
* NA = numericka apertura

d = rozligeni objektivu UPlanApo 100x/ 1,35 Oil Iris [ 0,17

WD = pracovni vzdalenost

(= Working Distance) NES
U = U|tfaVIO|et Ef e:(\)/cr‘g&sk\'/ m M i
L4 fondvCR EVROPSKA UNIE



Oznaceni na objektivu zvétsujicim 4x:

E = enlarge (angl.) = zvétseni
A = typ odstranéné vady, achromat
4 = zvetseni objektivu (M)
0,10 = NA objektivu
160/ - = délka tubusu 160 mm
/- = preparat s krycim i bez kryciho skla

cof = délka tubusu neomezena (optika s korekci na nekonecno)

/0,17 = preparat s krycim sklem

o predepsané tloust'ce 0,17 mm

/0 = preparat bez kryciho skla
Objektivy firmy Olympus: firma Nikon:
UIS = objektivy s korekci na nekonecno CFI60
PC = fazovy kontrast DL, DM
NC = No Cover — pro preparaty bez kryciho skla NCG
pol = polariza¢ni objektiv P




Nikon: Pouziti optiky CFI60 (s korekci na nekoneéno)
Schéma drahy svételnych paprskii

oko———A,‘

oznaceni ©QO

Vyhody:

tubusova c¢ocka

- prodlouzeni délky tubusu
vkladani pridatnych zafizeni
(epifluorescence, DIC, polarizace)

- delSi pracovni vzdalenost
a vySSi NA objektivu

- komfort pri dlouhodobém
mikroskopovani

delsi pracovni vzdalenost

preparat

okular —
bez zbytkové
chromatické
vady

Primarni obrazova rovina

tubusoVaéedka
Lez eovtkové chromatické vady

primarni
obrazova rovina

,- ) N ﬂ%zrcadlo

analyzator

vlozené moduly
(déli¢ paprsku)

o tubusova ¢ocka
makro
delsi soupatko/analyzator ’

paralelni
opticka
draha

{ zavern
J mfracerveny filtr

epmuorescencm [ . ' i '

09

kolektorova éocka epifluorescence
bez zbytkové chromatické vady

analyzator ——

Soupatko DIC ——
objektiv CFls0
bez zbytkové chromatické vady

"':!so'(y opticky parkoialry vdalenost: 60 mm
...... L e 0,5x - 100x
delSi pracovni numericka aperatura:

vzdalenost 0,02-1,4

@ polni clona
@ aperturni clona

® 3 Soupatka
s neutralné Sedymi (ND)

kondenzor

nebo excitaénimi filtry



® QOkular

(lat. oculus = oko)

WHK 10x

1’

WHK 10X/

= opticka soustava,
ktera zvetsuje obraz
vytvoreny objektivem

pro konkurenceschopnost



Okular (OK):

oko v hornim ohnisku OK

- ¢ocka ocnicova (frontalni) Z

blize k oku ‘\\\\\\\\\

- cocka sberna (kolektivni)
blize k objektu

- kruhova clona mezi
cockami

Zvetseni okularu
(véts. 5 — 25x) je tzv. prazdné

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost
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Okulary jednoduché

LiSi se umisténim ohniskové roviny,
kde se tvori obraz z objektivu

Ramsdentv Huygensiv
ok. ok.

Field
Lens

Ohniskov
rovina

Fleld
Lens

Dvé ploskovypuklé CoCky

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Typy okularu

Huygensuv okular
[hajchenzuv]

frontalni
cocCka

- obecny typ (levny)
- nekoriguje zvétseni /

- obrazové pole zklenuté kruhova { Sbérna
’ r = v v . ’ . Clona (kOIektivni)
- vhodny pro praci se st!'ed'ne silnymi . Zotka
achromaty pri vizualnim pozorovani | 1

- nelze pouzit jako ¢o€ku
- nevhodny pro mikrofotografii

objektiv

Christian Huygens (1629-1695)
dansky matematik a fyzik, sou€asnik Leeuwenhoeka

Huygens

https://cs.wikipedia.org/wiki/

- zdokonalil CoCky v dalekohledu (objevil Saturnovy prstence)
- formuloval vinovou teorii svétla
- objevil polarizaci svétla

Okul%C3%Alr#/media/File:Huygens

_1703.png


https://cs.wikipedia.org/wiki/

Typy okularu:

- kompenzacni okulary - konstrukce okular(
tak, aby korigovaly vady objektivu

- periskopicke (periplanaticke, orthoskopicke)
zorneé pole temer rovne

- specialni okulary - polariza¢ni, spektroskopické,
projekcni ...

- pankraticky okularovy systém
— plynulé zvetsovani objektivniho obrazu

- ukazovaci okular (oznaéeni U)

- meérici okular (M) - se zabudovanym okularovym
meritkem mezi sbérnou a ocni cockou

- okular s krouzkem dioptrické korekce



Rlzné typy okularu s viozenymi méricimi rastry
(umisténé v ohniskové roviné okularu)

JIS CWHK 10X*

Micro CWHK 10X

ki m Wl
socialni
4 fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Oznaceni okularu:

skolni mikroskop Olympus CHK2:  WHK 10x -T/18 L
fluorescenéni mikroskop BX60: WH10x/22

A = obecny okular bez barevné vady velikosti
K, C = okular s kompenzaénim ucinkem
(ma opacnou barevnou vadu velikosti nez objektiv, takze
ji vyrovnava)
P = planokular bez barevné vady velikosti, Sirokouhly
Pk = planokular s kompenza¢nim uc¢inkem
W n. WE n. WF = wide field = sirokouhly
H = high point — tzv. vysoky ocCni bod
(vyhodné pro lidi s brylemi, ale bryle nejsou nutné)



" Objektivy a okulary
od ruznych vyrobcu
nekombinujeme !!!

pro konkurenceschopnost



e
¢
-
D¢
=4
¢
(e

)¢

ek u mikroskopu

. ‘ Ly
y - " '
e : .
A e )
3 "y > )
- . b

http://www.mikroskopy-arsenal.cz/

servis-a-opravv-mikroskopu/iak-cistit-mikroskop/



http://www.mikroskopy-arsenal.cz/servis-a-opravy-mikroskopu/jak-cistit-mikroskop/
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http://www.mikroskopy-arsenal.cz/servis-a-opravy-mikroskopu/jak-cistit-mikroskop/
http://www.mikroskopy-arsenal.cz/servis-a-opravy-mikroskopu/jak-cistit-mikroskop/

ZvétsSeni mikroskopu (M )

D . 250
M =
f, . 1,
D = opticka délka tubusu (Casto A)

(tj. vzdalenost zadniho ohniska objektivu od pfedniho
ohniska okularu; tzv. opticky interval)

250 = normalni zrakova délka (250 mm)
liq = ohniskova vzdalenost objektivu (v mm)
I = ohniskova vzdalenost okularu (v mm)

V praxi: celkove zvetseni mikroskopu:
M = zvetseni okularu . zvetseni objektivu

e o
0
.
=3 sociaini_ I
ST s o
4 fondvCR EVROPSKA UNIE Konkure:
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Opticky interval mikroskopu ( D; A)

= vzdalenost zadniho ohniska objektivu (F) od predniho ohniska okularu (F,)

Opticky
interval
mikroskopu

Pozn.: neplést s mechanickou
délkou tubusu (viz dale)

Konstrukce vzniku obrazu ve sloZzeném mikroskopu

O | - obraz vytvoreny objektivem, O 7 - zdanlivy obraz vytvoreny okuldrem

evropsky
ialni

F a F’ - ohniska objektivu, F | a F’| - ohniska okularu
i

SOCIH; I
fondvCR EVROPSKA UNIE
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Mechanicka délka tubusu

= vzdalenost dosedaci plochy objektivu od dosedaci plochy okularu

Mechanical
tube length
=160 mm
Object to
DIN Image
Distance
=195 mm

par Focal length
of objective
=45 mm

Modified from “Pawley “Handbook of
Confocal Microscopy”, Plenum Press

evropsky 3 i I
socialni
4 fondvCR EVROPSK A UNIE
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Uzitecné zvetseni mikroskopu ( Z)

- souvisi s rozlisovaci schopnosti oka (tj. d = 0,15 mm)
a odvozuje se od hodnoty numerické apertury
objektivu, plati:

Z=500.NA,, az 1000.NA,

Priklad: u obj. 100x s imerzi o NA = 1,25
Z =625x — 1 250x

Praxe:
- pro objekty se stfednim kontrastem Z =500 . NAobj

- u vysoce kontrastnich objektit Z= az 1 000 . NAobj

(napf. ve zbarvenych preparatech)

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost
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Odvozeni uziteCného zvetseni ( Z):
(Protoze lidské oko ma omezenou rozliSovaci schopnost, zvétSeni by meélo byt
zvoleno tak, aby detaily obrazu byly stale okem rozliSitelné.)

0,15 mm 0,15
A S
d A
0,61 . ---------
NA
0,15 mm NA . 0,15
A S

A = pro bilé svétlo
je 0,00055 mm

Z =447 . NA



" Opticke filtry

matneé sklenéeneé filtry rizné hustoty

— rovnomerne osvetlene zorneé pole o vhodné svetelnosti
neutralni filtr: sniZzuje intenzitu svétla, spektrum neméni
svétle modry filtr: Zarovkové svétlo — denni (bilé)

> S
|

-

E

e
&

» 08

-

oo

-~

&

/g
.

Svétle modry
filtr

< -
| K 7':\‘ o
1 7
. Q
evropsky I
socialni o
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" Opticke filtry

zlutozeleny filtr — pouziti s achromaty

- interferencni zutozeleny filtr propousti jen svétlo téch vinovych
délek (Cervené, modre), pro kterou jsou objektivy korigovany

filtry pro fluorescenci — excitacni a barierove,
dichroické (jina barva pro odrazené a propusténé svétlo)

polarizacni filtr — polarizace svétla

filtry v mikrofotografii - zlepseni
kvality Cernobilych snimku

http://www.dalekohledy-mikroskopy.cz/
produkt/mikroskopy/polarizacni-filtr-2



http://www.dalekohledy-mikroskopy.cz/produkt/mikroskopy/
http://www.dalekohledy-mikroskopy.cz/produkt/mikroskopy/
http://www.dalekohledy-mikroskopy.cz/produkt/mikroskopy/
http://www.dalekohledy-mikroskopy.cz/produkt/mikroskopy/
http://www.dalekohledy-mikroskopy.cz/produkt/mikroskopy/

" Opticke filtry

Polarizacni filtry:

Slouzi k polarizaci svétla (polarizator) a analyze (analyzator)
Polarizacni mikroskop

Kamerovy
néstavec

Slozené paprsky

po interferenci Okulary

Polarizované
svetlo

m—Polarizator

SVELI0  m—
ze zdroje

Osveétleni pro
= dopadajici

svetlo

http://www.enclabmed.cz/encyklopedie/A/JVAUO.htm

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



" Opticke filtry

Absorpcni filtry:

puUrpurovy (magenta *) - absorpce zelené slozky svétla,

selektivni propustnost pro ¢ervené

a modré svétlo — fialova barva

Light (RGB)

Magenta Filter Absorbs
genGmn Light

YWhite —7

* Magenta = purpurova barva; jedna ze slozek pfi

100%

Absorption
3

Magenta Filter

=)

3

400 500 600 700

Wavelength (nm)

absorpcni spektrum

subtraktivnim miSeni barev pfi tisku (CMYK vs. RGB u monitorua, TV)




" Opticke filtry

Interferencni filtry:

Odrazem a vicenasobnou interferenci
potlacuji nezadouci vinovou délku

Magenta Interference Filter

w,.mc" * ‘ /.;'
Light (RGB) /j

' Green Light Reflected




Osveétlovaci zarizeni:

@ okular

e kondenzor
» zdroj svetla

nosic¢

nosi¢ tubusu

I,:l.. é]ﬁ‘—?._jz stolek

|
<7 kondenzor

[ irisova clona

[ drzik filtru

4

- - polniclona

stativ / @

zarovka

Stavba optického mikroskopu

i e n
socialni
L4 fondvCR EVROPSKA UNIE
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" Kondenzor

- soustred’uje paprsky tak, aby bylo dokonale
osvétleno celé zorneé pole

OP Vzdélavani



Kondenzor

- soustava ¢ocek s kratkou ohniskovou vzdalenosti
(prameér Cocek vétsi, barevna a sféricka vada neodstranéna)

- v podstaté obraceny objektiv nahore s plankonvexni
¢ockou

Abbeho Aplanaticky Aplanaticky
K. K. achromaticky

*
* .
. *
evropsky
socialni
L4 fond v CR
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Apertura kondenzoru

- Apertura (NA) kondenzoru ma byt shodna
s aperturou objektivu

(pankraticky kondenzor — plynula zména apertury od
0,16 do 1,4 v souhlase s pouzitym objektivem)

- ruzné typy kondenzoru — revolverovy uchyt

- specialni kondenzory (fazovy kontrast,
fluorescence, zastin, polarizace)



Clony u kondenzoru

regulace mnozstvi svetla,
prichazejiciho do mikroskopu:

polni clona — blize zdroje svétla

irisova (aperturni) clona — pod kondenzorem

— preparat

kolektorova CocCka — aperturni

clona

zdroj svétla

o

E VZDELAVANI



Clonénim ovlivaujeme:
- kontrast
- hloubku ostrosti
- rozliSeni podrobnosti
- |]as
Jednotlivé parametry nelze nastavit nezavisle.

Parametry mikroskopického obrazu v zavislosti na otevreni aperturni clony:

Aperturni Hloubka .

clona Kontrast ostrosti Rozliseni Jas

kondenzoru S =

zcela . i , ,
. . maly mala velké velky

otevrena

zcela . , , .

- velky velka maleé maly
zaclonéna

Svételnost (jas) regulujeme pomoci matnych filtra
nebo snizenim proudu v lampeé (regulatorem osvétleni)



Nejlepsi rozliseni — NA . = NA, |

Pokud NA kondenzoru je nizsi, tak zuzime kuzel
svétla vrhaného kondenzorem na objekt pomoci
irisove clony kondenzoru

Optimalni nastaveni
_'aperturnl’ clony:

70 - 80 % numerické
apertury objektivu

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vyznam clonéni

Pri nadmeérném pricloneéni:

— kolem struktur vznikaji svétlé lemy (vysledek ohybu
svétla) a jsou zobrazeny nedistoty v ruznych vyskach
meédia

Nedostatecné pricloneni:

— presvétleni objektu — zmenseni kontrastu a hloubky
ostrosti

(pri presvétleni se objekt stava mnohdy neviditelnym !!1)

> Pro kazdy objektiv upravujeme
aperturu (irisovou clonu)
kondenzoru zvlast’ !!!

vvvvvvvvvvv




Priklad cloneéeni

(rozsivka)

malé clonéni

silné clonéni

\\




Kohlerovo osveétleni

= soustredeni (centrace) svetelného zdroje a clon
doprostred zorného pole




Kohlerovo osveétleni

Pri tomto osvetleni zobrazuje kondenzor clonu zdroje svétla
(polni clonu) do predmétové roviny objektivu a kondenzorova
clona (irisova) reguluje svételny tok tak, ze je osvetlené pouze

zorné pole mikroskopu.

polni clona aperturni
(irisova) clona



etleni

hlerovo osv

Ko

ické a

Kr

Qﬁ! jf
f*

: : '..

a &

3

=
2
—
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=
=
-
o
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—
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" Zdroje svétla
pro mikroskopii

- denni sveétlo (nestala barva a intenzita)
- 60 az 100 W zarovky z mlécného skla

vétSinou wolframové vlakno o barevné teploté 3 200 K
(pouzivani namodralého kobaltoveho filtru k pfemene na
denni svétlo)

- halogenové zarovky nebo lampy

wolfram s parami jodu; svetelny vykon 4x vetsi nez
klasicka zarovka; pozor na otisky rukou na zarovce!!!

- LED* diodové osvétleni (Zivotnost az 50 000 hod)

- vysokotlaké rtut'ové vybojky - pro UV (fluorescence)
zvlastni napajeni; pozor na zapinani a vypinani vybojky

- lasery** (viz napf. laserova konfokalni mikroskopie)
- vlaknova optika — viz ,husi krky“ u stereolupy

* LED = zkratka z Light Emitting Diode
** | ASER = Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation



Zdroje svetla pro mikroskopy

e by | - ‘
L 0y M e
| ' | ya
vl . s | /4
' ’T‘"’
12V 6V 6-30 V Halogenova Zarovka Led dioda
zarovka s odraznym (Light Emitting Diode)

zrcadkem

+ Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)

http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/lightandcolor/lightsourcesintro.html



Halogenova lampa

Heat
Sink

il
Qg y

-
b Sam

— Pozor na otisky
prsti na halogenové

zarovce !!!

p
Collector Adjustment

Lens
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Spektra zdroju svétla pro mikroskopii

Spectra From Common Sources of Visible Light

Poledni slunce
Halogenova lampa

150 - Tungsten—
Bila ledka I'amp _

Uzce vymezené
spektrum laseru

Relative Energy
o
o

400 500 700
Wavelength (Nanometers)

http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/lightandcolor/lightsourcesintro.html



Mechanické casti
mikroskopu

stativ
tubus
zaostrovaci
zarizeni
stolek

kondenzor

— irisova clona

AN )

R i. C— drzak filtru
\ )

e

T4

ws- - polni clona

stativ

zarovka

Stavba optického mikroskopu

I\ :;\c — :
evrop;ky I 1 3 d
sociaini OP Vzdélavani
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= Stativ

podstavec se zabudovanym osvetlenim
nosic tubusu

, P o @ okuldr
ovladaci srouby posunu | .

Vv hoze ruzné filtry b

§)\ revolverovy
nosic

& objektiv

I_I‘.&.%%Z.__j stolek

31
<7 kondenzor
 irisova clona

) [ drzak filtru

- - polniclona

stativ =

zarovka

Stavba optického mikroskopu

ki m %I
socialni
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® Tubus

- trubice spojujici objektiv a okular

- normalizovana mechanicka délka je 160 mm

nebo 170 mm (u anglickych mikroskopt 250; délku
tubusu je tfeba dodrZzovat)

- ruzna délka tubusu mikroskopu s objektivy
korigovanymi na nekonecno (UIS, CFI60)

- revolverové zarizeni (k rychlé vyméné objektiva)

- sankové ménice objektivl (pro specialni ucely
a mikrofotografii)

- monokularni (pfimy a nebo sikmy)

- binokularni (rozdéluje svazek paprskii, stavitelny
ocCni rozestup, dioptricke doostfovani jedné
okularoveé hlavice)



m Zaostrovaci zarizeni (viz 3, 4)

- Sroub pro hruby posun Ok"'ér

- Sroub pro jemny posun

(mikrometricky) ‘
- meéritko s udaji o velikosti [ S
= \\\\\\\\y/, nosic
posu NnNu nosi¢ tubusu & objektiv

- méreni tloust’ky preparatu

<77 kondenzor

— irisova clona

Q. Y [ drzk filtru

makrosroub

..........

stativ /

Stavba optického mikroskopu

e - polni clona

G

zarovka

mikrosroub

—

OP Vzdélavani
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= Stolek mikroskopu

- kiizovy stolek ok.,.f.r

+ vodicC preparatu
meritka

3 revolverovy
nosic

= krUhovy St0|ek nosi¢ tubusu
otoCny
(napf. u geologickych mikroskopu)

& objektiv

l j i et stolek

kondenzor

[ irisova clona

A [ drzak filtru

s~ - polniclona

Zarovka o

Stavba optického mikroskopu

vvvvvvvvvvv
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Olympus BX60 — popis mikroskopu

Otvor pro analyzator

'II Prepinac svételné drahy
[ Otvor pro polarizétor

Stupnice pro nastaveni
vzdalenosti okulari [ ;
i g Tahlo polni clony

[/ Tahlo aperturni clony

i s
/ / {f Sestihranny groubovak
RESY !
{ J 'f ’/ / /“/
. ; oy /' / / Ra %1 8
Krouzek dioptricke . \ o Stérbiny pro filtry

=1~ Centrovani aperturni

korekce ; -
o / a}m/ —Tr;:';i:’—:"- >_,_ clony
Prepinaé svétlé/ | ; b L T, e
— : e Centrovani polni
temné pole =g, G- o
Nastaveni vysky
Drzak preparatu  _ ! kongnzoru y
—— . - Indikator napéti
i Guame |~
Krouzek aperturni = S a Prepinac prochazejicl/
clony kondenzory ——T & * | }—odrazene svetlo
i - Regulator intenzity
“svetla
PosuvvoseY S B o "
— = [~ Sroub regulace
e A S ! pr'edl\.'olbyintenzity
Objimka pro filtry — ~ i —e—— \ svétla
g //" @? — = \ Tlacitko predvolby
; 7/ \\ intenzity svétla
PosuvvoseX = 2 . W
§ ] i 1
/// { / 'i' \ \\ \
Krouzek polni clony ~ Packa filtru (LBD) ’ ] '\,' \\' Koleéko mikroposuvu
Packa filtru (ND€) | ' Koleéko makroposuvu

Packa filtru (ND25) Krouzek nastaveni tuhosti makroposuvu




virtualni obrazky

http://www.olympusmicro.com/primer/index.htmi

http://www.olympusmicro.com/primer/javal

vvvvvvvvvvv
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