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Teorie zobrazeni svételného mikroskopu (SM)




Teorie zobrazeni svételného mikroskopu (SM)
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Teorie zobrazeni svételného mikroskopu (SM)
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v zadni ohniskové roviné se protinaji paprsky difraktované vzorkem pod stejnym uhlem
v obrazové roviné se protinaji paprsky difraktované danym bodem predmétu 6



Teorie zobrazeni svételného mikroskopu (SM)
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Teorie zobrazeni a konstrukce svételného mikroskopu (SM)

SM predstavuje dvoustupriovou soustavu tvorenou objektivem a okularem doplnénou

osveétlovaci soustavou

prichod paprskovych svazk( SM (geometricka optika)

okular

a

obraz A2" =

objektiv
P R clona zorného
aperturni clona pole
S l
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sek
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ohniskova rovina okularu je v obrazové roviné objektivu

obraz pozorujeme uvolnénym okem, obraz je neskutecny a prevraceny

aperturni clona — pro mensi zvétSeni objimka objektivu
pro vétsi zvétsSeni clona zorného pole

aperturni paprsek — prochazi okrajem aperturni clony (z osového bodu)

vystupni pupila

hlavni paprsek — prochazi stredem aperturni clony (vstupni pupily) a stfredem vystupni

pupily



Teorie zobrazeni a konstrukce svételného mikroskopu (SM)

realna situace: okular se sklada z vice cocek
ohniskova rovina okularu neni v obrazové roviné objektivu

objektiv okular

P R clonazorného 4
aperturni clona pole R

’
u‘ : l ,,

vystupni pupila

virtualni obraz pozorujeme v konecné vzdalenosti pred okem (pozice primarniho
obrazu A;” je mezi okularem a pfednim ohniskem okularu F,)



Teorie zobrazeni a konstrukce svételného mikroskopu (SM)

realna situace: okular se sklada z vice cocek
ohniskova rovina okularu neni v obrazové roviné objektivu

objektiv okular

PR clonazorného 4 1
aperturniclona pole .

vystupni pupila

kdyz se primarni obraz A1 nachazi pred prednim ohniskem €ocky okularu F,, tak
vznika realny obraz, ktery mlze byt detekovan pomoci externiho zafizeni (kamera,
fotoaparat)
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Teorie zobrazeni a konstrukce svételného mikroskopu (SM)

* redlna situace: okular se sklada z vice ¢ocek
* ohniskova rovina okularu neni v obrazové roviné objektivu

Virtualni obraz pozorovany okem Realny obraz — detekce zobrazovaci technikou
Eyepiece Lens Eye
System Lens

1 I 1

F(e) D(e) F(e)

L
o
|
I I
| |
——-b(=2) Pe—(b") —>
Eyepiece Mode:
C projection | i projeciion] |
@ Viewing! Diaphragm Diameter " Viewing Diaphragm Diameter

http://www.olympusmicro.com/primer/java/components/eyepiece/index.html

F'(e), F(e) — ohniska ¢ocky okularu
I; — pozice primarniho obrazu predmétu

* vznik virtudIniho nebo redlného obrazu zavisi na pozici I; vzhledem k pfednimu
ohnisku ¢ocky objektivu F'(e) 1



Vypocet zvétSeni svételného mikroskopu

objektiv okular
PR clona zorného A L7
aperturni clona pole -
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predmét A, obraz AZ =
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A - opticky interval mikroskopu
SM povazujeme za optickou soustavu o celkové ohniskové vzdalenosti f°

o _Safe  _ _fafs
fi1tf,—d A
SM jako lupa: 5 0.25 A 0 25
L =—=——=— ~ Zob"Zk
FoF T, e
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0.25 m — konvencni zrakova vzdalenost; Z,, — pricné zvetseni; Z,, — uhlové zvetseni 2



Vypocet zvétSeni svételného mikroskopu
A
Z —_

Film Plane

Zmeéena zvetseni:

vymeéna objektivi

Vymena okularu Intermediate
* zmeéna optického intervalu A
(moc se nepouziva)

Image
[ ]

obraz je vniman okem jakoby by byl ve

vzdalenosti 25 cm od zvétSeného objektu —

10 Inches
(25 cm)
Objective |
Specimen ',-" , \
Condenser|
virtualni obraz (zvétSeny, neprevraceny)
virtualni obraz je vniman okem

realny obraz detekovan snimacim zarizenim
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Prazdné zvétseni svételného mikroskopu

* pro dany objektiv existuje horni hranice celkového zvétseni mikroskopu — tzv. uzite¢né
zvétSeni

* uzite¢né zvétSeni — cca 500-1000 nasobek numerické apertury (NA — dllezZity parametr
objektivu — ovliviuje rozliseni)

e prazdné zvétseni — celkové zvétseni je vétsSi nez uzitecné zvétseni — objektiv jiz nevyda
vice podrobnosti ve zvétseném obraze

'f\ X ANUNLT ;
WO {
P
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Rozlisovaci mez a numericka apertura objektivové cocky SM

* rozliSovaci mez d,;, je minimalni vzdalenost dvou bodl predmétu, které v

obraze vytvorenym objektivem jesté rozlisSime (body jsou zobrazeny oddélené)

1

* rozliSovaci schopnost R mikroskopu: R =
dmin

Urceni rozlisovaci meze

(1) Abbého teorie pro odvozeni rozliSovaci meze

(2) Rayleighovo rozliSovaci kritérium
» zohlednuje ohyb svétla na kruhovém otvoru vstupni pupily (Fraunhofer(v
ohyb)
» ohyb svétla zplsobi, Zze bod se zobrazi jako ploSka obklopenad stridavé
tmavymi a svétlymi prouzky



Abbého teorie odvozeni rozlisovaci meze

predmét oblektiv primarni obraz sekundarpi obraz
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» predmét opticka mrizka (d — vzdalenost vrypu) kolma k optické ose mikroskopu je
osvétlena rovnobéznym svazkem paprsku

» vznik interferencniho obrazce (primarni obraz) v zadni ohniskové roviné objektivu
* primarni obraz - protinaji se paprsky difraktované z riiznych ¢asti mrizky pod
stejnym uhlem

* podminka pro vznik interferencniho maxima
» drdhovy rozdil paprskui ze sousednich stérbin je roven celistvému ndsobku
vinové délky svétla

n.d.sina = k., k € Z, n—index lomu prostfedi pred objektivem
o - Uhel odklonu paprskl od optické osy
Ao — vInova délka svétla ve vakuu
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Abbého teorie odvozeni rozlisovaci meze

predmét oblektiv primarni obraz sekundarpi obraz
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Abbého kritérium: pro rozliSeni dvou bodi v sekundarnim obrazu musi primarni
obraz obsahovat kromé 0-tého radu jesté alespon maximum 1. radu
* interferencni maxima jsou od sebe vzdalena tim vice, ¢im mensi je perioda

vIv

mrizky d

RozliSovaci mez:
* pro o, = aperturni Uhel, je nejmensi mozna vzdalenost vrypl optické mfizky
dana vztahem:

Ao NA = A, = n.sin a,— numericka apertura
n.sin g

dmin

* pouzivaji se objektivy s maximalni hodnotou NA
* ploskovypuklé ¢ocky - maximalni aperturni uhel
* imersni metoda — zvySeni indexu lomu n (cedrovy olej: n = 1.52)



Rayleighovo rozlisovaci kritérium

zpresnéna teorie pro vypocet rozliSovaci meze — uvazujeme ohyb svétla na vstupni pupile

M= i
] (6 — funkce) T pokles asi 0 20%
|"l "' E ¥
. . S T T e
.lr .-"l .E
- ‘ £
pfedmét obraz predmét

(Airyho krouzky)
* bodu predmétu odpovida ohybovy obrazec - bod se zobrazi jako ploSka obklopena

stridavé tmavymi (minimum) a svétlymi (maximum) prouzky

Rayleighovo kritérium:
dva body predmétu jsou v obrazu rozliSitelné, jestli centralni maximum jednoho krouzku

splyva s prvnim minimem druhého krouzku
Airy Discs

@ @ (a) nerozliSené body

(@) 1 o (b) rozlisené body
(c) rozliSené - limit Rayleighova kritéria
18
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Rayleighovo rozlisovaci kritérium

pfi Fraunhoferové ohybu na kruhovém otvoru je pridmér krouzku promitnuty
do roviny predmétu dan vztahem:

dle Rayleighova kritéria, je minimalni vzdalenost dvou bodd, které jesté
rozliSime, rovna poloméru krouzku

Ao Ao
dpim = 0.61—=0.61——
A, nsina,

Pozn.: vyraz pro odvozeni d,;, neni zcela spravny, je nutné uvazovat Fresnellv ohyb
(teoretické odvozeni rozliSovaci meze pfilis slozité)



Abbého teorie odvozeni rozliSovaci meze pri zohlednéni Fresnelova ohybu

uvazujeme vliv kondenzoru — osvétlovaci svazek neni paralelni s optickou osou
uvaZzujeme numerickou aperturu kondenzoru A

dmin -

Ao

Ao

C

A, + AC ~ 2n.sin Qg

predmeét

obecné

pfi optimalnim optickém pfizpGsobeni plati: Ay = A (a pro ng = n¢)

kde C nabyva hodnot 0.5 — 1 (zavisi na zpUsobu osvétleni, strukture preparatu, atd.)
proAy~1ai,=500nm jed, , ~250—-500 nm (shodné s i)



Shrnuti — numericka apertura objektivu a rozliseni

Ao Ao
dpin = 0.61—=0.61—
Ay nsina,

Diffraction spot
on image plane
= Point Spread Function

Intermediate
Objective Tube lens  image plane

k| |
. /_ ||IIH ]

| \_ "\L

Sample
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Shrnuti — numericka apertura objektivu a rozliseni

Ao Ao
d.,=061—=0.61—
A nsina,
Diffraction spot
on image plane
= Point Spread Function
Intermediate
Objective Tube lens image plane

-

"\ﬁn |II I
A | :
'lI | -_- :
,:.""J Ii | B -----------:
i
I|

N \

Sample

e




Shrnuti — numericka apertura objektivu a rozliseni

7‘0 7‘0
d.,=061—=0.61—
Ay nsina,
Diffraction spot
on image plane
= Point Spread Function
Intermediate
Tube lens  image plane

Objective




Shrnuti — numericka apertura objektivu a rozliseni

Ao Ao
dppin = 0.61—=0.61———
Ay nsina,

Diffraction spot
on image plane
(resolution)

Intermediate

Objective Tubg lens image plgne
Iﬁ T+ f I
/1 |"
Sample }“ :i i
N

RozliSovaci mez je vyssi pfi vétsi Numerické Aperture objektivu

NA = n.sin a,



Numericka apertura objektivu

100X/ 0.95 NA
a=71.8°

| 4X/0.20 NA
L a=115°
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Imersni objektiv

Objecti b
@) Fro!::cl.ev:s &

Rozhrani sklo — vzduch
* lom paprskl od kolmice dopadu
* paprsky nejsou zachyceny objektivem

Rozhrani sklo — olej
* objektiv zachyti vétsSinu difraktovanych paprskt — vyssi rozliSovaci mez

26



Numericka apertura objektivu a rozliseni

3
.

Trdrhgege; 2.

Objektiv s velkou NA Objektiv s malou NA
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Hloubka ostrosti

» tloustka T vrstvy vzorku kolmé k optické ose, kterou vidime v mikroskopu ostre

tloustka \ '
vzorku |- L

N — = e S

y I

Tri zdroje hloubky ostrosti:

T, ... geometricka hloubka ostrosti
T, ... vinova hloubka ostrosti

T, ... akomodacni hloubka ostrosti

;(_'._7\"'

__Eé.

obraz
(body nad a pod
zaostrenou rovinou

/_ jsou kruhy)

V
v

T=T+T,+T,

rovina predmetu

28



Hloubka ostrosti

Tri zdroje hloubky ostrosti: T=T,+T,+T,

(1) Geometricka (T,)
* body nad/pod rovinou predmétu se promitaji v roviné obrazu jako kruhy
* pro ostfe zobrazenou tloustku vzorku plati, Ze uhlova velikost kruh(i je mensi nez

rozliSovaci schopnost oka, tj. 2’ A

AN
=\

1

17 [mm| =3 1]

Tg =

S -

(2) Vinova (T )

e diky ohybu svétla je bod predmétu zobrazen v obrazovém prostoru jako tfirozmeérny

Utvar n-i
T, = -7 [mm]
(3) Akomodacni 25()
* akomodacni schopnost oka zvysuje hloubku ostrosti T, = —7 [mm]

A -vlnova délka, A — numericka apertura, Z — zvétSeni mikroskopu, n —index lomu
Pr.. A=500nm,Z=1000,A=1,n=1 = T=643 nm

 Tje umérna rozliSovaci mezi a klesa s rostouci Za A -



Kontrast a zorné pole SM

» kontrast vystihuje zfetelnost obrazu diky rozdilu intenzit svétla v riznych bodech obrazu

——————

/’ >, |y —jas pozadi, |, —jas objektu
/ ™
/ N\ K — I, —1, MoZnosti:
|' | |z,,\ ‘: I, +1, 1.1, >>1, = k — +1 (pozitivni kontrast)
T S " ! 2.1,=1, = k=0 (bez kontrastu)
\\ et // 3.1;<< |, = k— -1 (negativni kontrast)
\\\ ,,/,

—————

Z hlediska tvorby kontrastu objekty délime:
* amplitudové — méni se intenzita svétla (rliznd absorpce, odraz, rozptyl svétla)

* fazové —méni se pouze faze prochazejicich svételnych vin (rdzny index lomu)
- metoda fazového kontrastu — zménu faze prevede na zménu amplitudy

Zorné pole
e oblast vzorku vidéna v mikroskopu
* clona zorného pole v okularu udava velikost zorného pole



Konstrukce SM — osvétlujici soustava v prochazejicim svétle

* osvétleni vzorku z opacné strany, nez ze které je pozorovan
* preparat musi byt alespon ¢astec¢né priahledny

Typy osveétlujicich soustav
a) primé osvétleni — nejjednodussi systém (pro malé zvétseni)
b) kondenzor nebo duté zrcadlo — zdroj zobrazen kondenzorem na preparat
- nehomogenni osvétleni
c) kondenzor + kolektor — zdroj zobrazen kolektorem do predni ohniskové roviny kondenzoru
- homogenni osvétleni preparatu
d) Kohlerovo schéma (K + C + clonky)

a) b) c)
! ! ! pfedmét v ohnisku — obraz v oo
| | |
<«——> objektiv (O) «—> 0 «— 0 S
[————) preparat (P) —— P —— P
“‘\\\ I /,’ :, \\\\ . I ,'/ ", \‘\ | ,,’: |“
A AN !
SN XK . ! v T
: zdroj svétla (S) ) : . P s . C
| @——— kondenzor (C) A
Py AL A
@ S <« —> kolektor (K)
v | . S
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Konstrukce SM — osvétlujici soustava v prochdzejicim svétle

Kéhlerovo schéma
* kombinace kolektoru (K), kondenzoru (C) a dvojice clonek CI(K) a CI(C)

K cl (K) Cl(C) c P

* Cl(K) se nachazi v zadni ohniskové roviné kolektoru
* CI(C) se nachazi v predni ohniskové roviné kondenzoru
e zdroj S je kolektorem zobrazen do prfedni ohniskové roviny kondenzoru — na CI(C)
* homogenni osvétleni vzorku
* zmeéna velikosti CI(C) reguluje intenzitu osvétleni preparatu
* mensi CI(C) — lepSi kontrast (nizsi jas), ale horsi rozliseni (mensi aperturni dhel o)
a naopak = CL(C) se nazyva aperturni clonou
* Cl(K) je kondenzorem zobrazena na preparat
* zmeéna velikosti CI(K) reguluje velikost oblasti osvétlené ¢asti preparatu = CL(K)

se nazyva clona zorného pole
32



Konstrukce SM — osvétlujici soustava v dopadajicim svétle

» osvétleni vzorku ze stejné strany, ze které je vzorek pozorovan
* preparat je neprihledny = studium povrch(

Typy osvétlujicich soustav
a) primé nebo s kondenzorem b) Lieberkiihnovo zrcatko

I
i
i
i
i

X7 ok
P*N P ——

|
i
i
i
i
I
i
|

c) luminatory — osvétleni z tubusu pres objektiv (odraz na zrcatku nebo hranolu)

* Nejdokonalejsi iluminatory sestaveny dle Kéhlerova schématu
| |
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Zdroje svétla SM

Zarovky

nejcastéji wolframové nebo halogenové (napr. wolfram s parami jodu)
poskytuji intenzivni osvétleni a vldkno napodobuje bodovy zdroj (riizné konstrukce)

Heat

Sink Incandescent Light Sources

1 Tungsten-
P Halide
' Lamp

S
e
-

(b) (d)

Zarovky o vykonu 100 W:
a)12V;b)6V;c, d)6—-30V,; e)soucasny standard SM
f) Zarovka s odraznym zrcatkem

Adjustment

Collector
Lens

teplota vlakna — okolo 2540 K
barevna teplota — v rozmezi 2300 — 3400 K
zivotnost — cca 1000 hod.
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Zdroje svétla SM

Vlaknova optika
* prenos svétla ze zdroje svazkem vlaken
* flexibilni osvétleni, vysoka intenzita

Lasery - laserova konfokalni mikroskopie

Vybojky A
* rtutové, xenonové vybojky

e pro luminiscencni mikroskopy

« UV oblast, ale i blizké IC

* monochromatické svétlo (s filtry)

HBO - Mercury Burner

Relative Spectral Radiation

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength ———————

LED zdroje

e LED krouzky na objektivy — poskytuji pokryti 360°
* bodovy zdroj intenzivniho svétla

* regulace intenzity, vysoka zivotnost

35



Objektiv SM

* je to opticky prvek, pojmenovany podle toho, ze je nejblize vzorku (object = objective)
* nejdllezitéjsi opticky prvek SM — urcuje kvalitu vysledného obrazu

Rozdéleni:

Podle fyzikalniho principu

» zalozené na lomu svételnych paprsk( (refractive objectives) — optické prvky - ¢ocka

» zaloZené na odrazu svételnych paprsku (reflective objectives) — optické prvky - zrcadla

Light Baffle

Spider Mount

Objective

Object

Flange

Primary Mirror .
, L Secondary Mirror
Podle pracovniho prostredi

* suché — mezi vzorkem a objektivem je vzduch

* imerzni — prostor mezi vzorkem a objektivem vyplnén latkou s vysokym indexem lomu?®



Objektiv SM

60x Plan Apochromat Objective

/‘\ Nosepiece
f : Mounting
T : Thread

l \ Aberration
['wippon JAPA, ~ Correction
~plan Apo

—60X/1.40G;
pICH '

Manufacturer

Flat-Field
Correction

Lateral
Magnification

Numerical
Aperture

Immersion

Specialized
pOptical Medium
Properties Working
Tube Length Distance
Mgglniﬂgat(i’on
olor Code
Coverslip
Spring-Loaded
Thickness pRetig*actlon
Stopper

Kazdy vyrobce nabizi 20-30 rlznych typU objektiv(!
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Objektiv SM

Plan-apochromatic achromatic

Achromafic

Doublet

Achromatic
Triplet

Achromatic — Achromat

Doublet
Group

— Meniscus
— P(X

Meniscus —e—
Hemispherical <e——

antitreflexni Uprava cocek — eliminace zpétného odrazu svétla (dobra svételnost)
celni (frontalni) ¢ocka — plankonvexni

rozptylka z flintového skla

spojka z korunového skla
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Material cocek objektivu SM

Korunové sklo
e kremicitan sodno-vapenaty nebo kremicitan draselno-vapenaty
* mensiindex lomu v porovnani s flintovym sklem

Flintové sklo

e oproti korunovému sklu obsahuje olovo jako prisadu
e sklo s vysokym indexem lomu

* index lomu zavisi na vinové délce
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A e

Charakteristika objektivi SM

zvétseni Z, - obvykle 2x — 100x

numericka apertura NA a pfip. imerzni médium

predepsana délka tubusu nebo obrazova vzdalenost (uvadi se v mm, napt. 170 nebo o)
predepsana tloustka kryciho skla v mm (napf. 0.17), bez kryciho skla—0, ,-“

volna pracovni vzdalenost — vzdalenost mezi objektivem a preparatem

korigované optické vady a specialni optické vlastnosti

60x Plan Apochromat Objective

/‘\‘ Nosepiece
Ear Mounting

Manufacturer ] Thread
Aberration
Flat-Field 6
6 Correction Correction
1 Lateral Numerical
Magnification Aperture 5
Immersion
Specialized
6 popﬂca| Medium
Properties Working c
3 | Tube Length \ “Distance
Mgglniﬂéat(i’on 1
olor Code
Coversli
4 Thlcknes% Spring-Loaded

Retraction
Stopper
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Optické vady objektivu SM a jejich korekce

* opticka vada — aberace — odchylka zobrazeni realného od idealniho
* aberace — monochromatické a chromatické (barevné)

1. Sféricka a chromatickd aberace (kulova, otvorova)

Spherical Aberration
(Monochromatic Light) Chromatic Aberration

Focal Points White
123 Light \

) B \

e sféricka (monochromatické svétlo)
* Uhel lomu paprsku svétla vzrista pfi prdchodu paprsku blize k okraji ¢ocky
* chromaticka (barevné svétlo)
* Uhel lomu paprsku svétla zavisi na vinové délce (ohniskova vzdalenost zavisi na A)

Korekce
* kombinace ¢ocek z korunového a flintového skla
e kazdé sklo ma jiny index lomu
* index lomu u flintového skla zavisi i na vinové délce i



Optické vady objektivu SM a jejich korekce

1. Sféricka a chromatickd aberace (kulova, otvorova)

Korekce Chromatic Aberration Achromat Doublet
White Focal Points
Light \
podélna
Green and

Blue

kombinace spojky z korunového skla a rozptylky z flintového skla

spojka l[ame krajni paprsky vice nez stredoveé, rozptylka vykazuje opacnou zavislost
korekce pro dvé vinové délky — tzv. dublet = achromaticky objektiv

korekce pro tfi vinové délky — tzv. triplet = apochromaticky objektiv

10x Achromat 10x Apochromat
Objective Objective

- Doublets —
:
J Triplet ==

)

= Doublets Z

Ve Qe

* navzdory korekci podélné chromatické aberace vznika pricna chromaticka aberace a
zklenuti pole kompenzované specialnimi kompenzacnimi okulary
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Optické vady objektivu SM a jejich korekce

2. Koma

e vznika pfi zobrazovani mimoosového bodu

* bodu A ve vzorku prislusi asymetricka ploska v obrazové roviné (pfipomina kometu)
* jasné jadro a rozSirujici se chvost

e vzrUsta umérné se vzdalenosti od optické osy

Coma
Geometrical

Aberration / /)_,r
Objective / Yo Ya |Ye

ecimen
e Optical Axis

I ! v

A b - piislusi hlavnimu paprsku
K=."+v:W2 =¥

Korekce
* vhodna kombinace vice ¢oCek — korekce sférické aberace a komy = aplanat



Optické vady objektivu SM a jejich korekce

3. Astigmatismus a zklenuti

uhel lomu paprsku podél soustfedné kruznice ¢ocky neni stejny

bod vzorku se zobrazi jako kratkd usecka (v pozici fokdl) nebo krouzku (mezi fokaly)
diky zklenuti se body roviny predmeétu zobrazi na zakrivené ploSe - obraz neni ostry

ve vSech bodech

Ous -
.»//’ »
Astigmatism S 88
Geometrical : ' .
Aberration < N S
Z
Objective Tangential
Line

Specimen
Point

Optical Axis
sagitalni
rovina

tangencialni M,S - fokaly
rovina

dgyv — astigmatismus
ds — sagitalni zklenuti
v — tangencialni zklenuti

Korekce

Uprava polomeéru krivosti Cocky = anastigmat
zklenuti zorného pole = planachromat

Focal Point 4 12
Curvature 1]
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Optické vady objektivu SM a jejich korekce

4. Zkresleni (flat-field)
e zvétSeni vnéjSich a vnitrnich ¢asti predmeétu je odlisSné
* dobre viditelné pfi zobrazeni rastru

rastr poduskovité zkresleni  soudkovité zkresleni

Korekce = ortoskopicka korekce cocky (flat-field correction)
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Imerzni objektiv SM

Homogeneous Immersion System

Objective Front Lens
Immersion Oil

Cover
Slip

Specimen Mounting

3 Medium

Condenser
NA=14 Front Lens

0612 0612

* kritérium rozliseni: = =
n-sina NA

min

* imerzni médium zvysSuje aperturu objektivové ¢ocky = vyssi rozliSovaci mez

* nové typy mikroskopU pouZzivaji i imerzni kondenzory
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Pracovni vzdalenost objektivu (WD)

minimalni vzdalenost okraje objektivu od kryciho sklicka, kdy je vzorek zaostreny

Working Distance "% F
$:0nm X__

Numerical Working
Aperture Distance

Manufacturer Correction Magnification

Nikon PlanApo 10x 0.45 4.0 mm
Nikon PlanFluor 20x 0.75 0.35 mm
Nikon PlanFluor (oil) 40x 1.30 0.20 mm
Nikon PlanApo (oil) 60x 1.40 0.21 mm
Nikon PlanApo (oil) 100x 1.40 0.13 mm

WD klesa se zvétSenim SM a hodnotou NA 47



Okular SM

e zvétSeni byva 5x — 25x

e vybér okuldaru by mél byt podrizen typu objektivu = nejlepsi vysledky

* konstrukce vétSinou ze dvou ploskovypuklych ¢ocek (u korekénich okulart je ¢ocek vice)
Corrected Simple Eyepieces

Simple Eyepieces (Kellner Design)

Ramsden Huygenian Ramsden Huygenian
A - Eye Lens - :
Doublets

* Ramsdenuv okuldr (pozitivni) — ohniskova rovina je pred okuldrem

* Huyghensuiv okuldr (negativni) — ohniskova rovina je mezi cockami, velmi ¢asto pouzivany
* Kellnertiv okular Ramsdensova a Huyghensova typu — korekce ocni ¢ocky okularu

* Clona zorného pole je umisténa v ohniskové roviné okularu (pfip. stupnice, atd.)

Measuring Graticules
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Okular SM

Kompenzacni okular

kompenzace zbytkové aberace objektivové ¢ocky (vykazuji opacnou aberaci)
musi byt pouzity v kombinaci s pFfislusSnym typem objektivu

Projekcéni mikrofotograficky okular (PE)

obvykle Huygensova typu (clona mezi ¢cockami)
korekce aberaci pro dokonalé snimky
vytvari skutecny obraz — umoznuje primé fotografovani

Photomicrography
Projection Lens
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CVICENI



Cviceni: vypocet rozliSovaci meze oka a SM

e ohyb na kruhové aperture limituje rozliSeni oka i SM 1,22\
sina = p

Oko: rozliSovaci mez je dand primeérem zornice — ur€uje aperturni uhel o

* prameér zornice: d =4 mm =0.004 m
* vlnova délka svétla: A = 500 nm = 0.0000005 m

1,22 -0.0000005

sina = 0.004 = 0.0001525

a = 0.0087°=0.5" realita:a =2

Jak velky objekt odpovida uhlové vzdalenosti pfi pozorovaci vzdalenosti 25 cm?

Pro malé uhly plati:
X

0.25
x=0.15mm=0.2mm

0=2 X sina =tana =
25cm

£

Zdravé oko je schopné rozlisit dva body vzdalené od sebe cca 0.2 mm.



Cviceni: vypocet rozliSovaci meze oka a SM

e ohyb na kruhové aperture limituje rozliSeni oka i SM 1,22+ A
sina =
d
SM: rozliSovaci mez je dana aperturnim Uhlem o
1.22 - A
d=———
n-sina

0.61-A 0.61-A
Dle Rayleighova kritéria: d= =

n-sina  NA
NA = 1.5 (imersni objektiv) g = 0.61-0.0000005 _ 200
A =500 nm min 1.5 - nm

RozliSovaci mez SM je pfi pouziti imersniho objektivu cca 200 nm, coz je priblizné
polovina vinové délky pouzitého svétla.

Pozn.: d ma vyznam prlméru kruhové apertury promitnuté do roviny predmétu.



