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Predslov

Vzdelavaci program ,Moderna mikroskopia a digitakpracovanie obrazu” je reakciou na rastlici
vyznam mikroskopie vo vedeckej a technickej prakinikol na zaklade spolenskej potreby s ciem
vytvori vhodné podmienky pre vysokoSkolskych Studentovracqwnikov vyskumnych pracovisk na
ziskanie odbornych znalosti ako aj zrasti v danej oblasti. V ramci projektu bolo vybudoé odborné
Skoliace centrum s potrebnym pristrojovym vybavenitaktie so Skoliacimi a prezentaymi materialmi.

Tieto skript& su toho dékazom.

D

Zakladné principy optického mikroskopu spolu s teckymi parametrami sU opisané v prv
kapitole, na ktori postaju aj znalosti geometrickej optiky strednej Skolgpracovanie obrazu :
mikroskopov, alebo presnejSie Uprava obrazu do wyjdaej podoby je popisana v kapitole s poradovym
islom dva, v ktorej sa zarovenazorne ukazuje funkcia softvéru vhodného preo tieely. Zlo itejSie
mikroskopické postupy, ktorych princip si u vy a@uaj znalosti vysokej Skoly zmaju pri elektrénovych

mikroskopoch a alej pri nasledujucich kapitolach o rastrovacej dsvej mikroskopii, tunelovej

mikroskopii a rastrovacej silovej mikroskopii. Zéwm je eSte popisané ISO 17025, ktoré sa tyka

laboratérnej praxe a prevadzky laboratorii.

Mikroskopia sa v poslednej dobe mimoriadne dynagnidzvija a prenika do réznych oblasti nasho

ivota. Vznik novych vedeckych disciplin ako namanotechnolégie a mnohélSie si bez mikroskopie ¢
digitalneho spracovania obrazu nemoé eme vobec pagds Snahou autorov tychto skript bolo aby sa

sxr e

najSirSia skupina zaujemcov dostala k informaci&toré v takejto komplexnej forme neboli doposim

publikované. Autori vedeni snahou vysvetiednoduchSie aj niektoré zlo itejSieasti sa isto dopustili aj
nepresnosti, za ktoré saate om ospravedluju. Ti, ktori maju zaujem o prdsenie ziskanych poznatko\),

maju mo nos siahnu po odporuenej literature.

Zaverom autori akuju ESF za finamy grant, bez ktorého by tieto skripta nikdy newdini

Bratislava, 2008

prof. RNDr. Peter Kus, DrSc.

mana ér projektu




1. Optick&d mikroskopia

1.1 Opticky mikroskop

Mikroskop (opticky) je centrovana sustava dvoch erigch spojnych SoSoviek. Predna SoSov

(objektiv) ma vemi malu ohniskovu vzdialenos

fos = 1,6 mma 40 mm
Zadna SoSovka (okular) ma ohniskovu vzdialenos

fok =10 mma 50 mm

Obe SoSovky su v modernych systémoch optickych askapov v dy zlo ité optické korigované sustav

skladajuce sa z viacerych SoSovkovych elementov.
Vzdialenos medzi nimi byva obvykle v rozmedzi
D =160 mma 250 mm,

pri om sa jedna o vzdialenosnedzi dorazom zavitu mikroskopického objektivuosadom okularového

vy ahu.

Aby sa zabezpda najlepSia mo na kvalita mikroskopického zobraize na objektiv ako zakladni
opticki as mikroskopu sa kladu velké po iadavky zadiska vykorigovania r6znych aberécii jednotlivy:
SoSovkovych lenov. Objektivy sa opticky dokonale koriguju na itir pevne zadanu opticku Hu
konStrukcie tubusu a na zadanu hrabku krycieho lsklipri pozorovani preparatov na prechod sve
Z tychto dévodov je nutné dodr sstanovené parametre systému aj pri zamenach fdzggov optickych
systémov a najma pri pou iti systémov od r6znyatem. Objektivy, ktoré si namontované na jedi
revolverovej hlavici, by mali by toho istého typu a mali by zodpovedpodmienke, e pri zamene
objektivu pootoenim revolverovej hlavice ostdva mikroskop zaostrgmripadne vy aduje iba jemne

doostrenie.

Optické systémy okularov slu ia ako lupy k zé&niu obrazu premietnutého objektivom tak, aby
okom pozorovate vyu ila maximalna rozliSovacia schopnosbjektivu pri pozorovani malych detailo

predmetu. Okularové systémy su konStruované tak,iab predmetova rovina nezavisle od typu okule
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le ala pre pozorovat@ s normalnym zrakem v dy v tej istej rovine. Z tdth dévodu sa mo e okulér ni

mikroskope vymeniza okular s inym zv&enim bez nutnosti preostrovaristroj.
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Obr. 1.1 Starsi typ polarizaého mikroskopu (Meopta)

Mikroskop je narony jemny pristroj, ktorého dobré optické vykony mdéy vyu ité len v spojeni s

dokonalou jemnomechanickou konstrukciou. Ta musézpei predovSetkym nasledujuce po iadavky:

dostatond masivnos tuhos a stabilita konstrukcie

dokonala centrnos vSetkych optickych prvkov wtane osvetlenia preparatov
rychle a bezp@é nastavenie a zaostrenie na pozorovany predmet

stabilita polohy a zaostrenia obrazu pri preehod jedného zv&enia k druhému
mikrometrické nastavenie lateralnej polohy nagoovany predmet

spravne osvetlenie objektu v prechadzajucomazmhom svetle
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zlepSenie pozorovacich podmienok a kontrastaznbpomocou réznych optickych metod




Mikroskopy celkove moé eme rozdelipod a praktického urenia na niekd&ko druhov, ktoré sa
vzajomne odliSuju najma spésobom osvetlenia pozompeh objektov. Su to tri zakladné kategorie:

mikroskopy pre pozorovanie v prechadzajuicom svetle
mikroskopy pre pozorovanie v odrazenom svelte

fluorescenné mikroskopy

Obr. 1.2 Zakladné asti a prislusenstvo mikroskopu pre pozoroval
v prechadzajucom svelte: 1 — binokularna hlaviga;- revolverovy nosi

objektivov, 3 — mikroskopicky objektiv, 4 — skrutkaubého zaostrovania, 5 -
skrutka jemného zaostrovania, 6 — mikroskopickysiglik, 7 — Koehlerovsky
zdroj svetla, 8 — kondenzor s apertarnou clonow; Skrutky polohovacieho

stolika

Samostatnou kategoriou mikroskopov su tzv. inver:
systémy, ktorych charakteristickou zvlaStrms je mechanickd
konStrukcia, kde objektivy (resp. revolverovd hiayi su
umiestnené tak, e pozoruju obraz zdola. tento gpasporiadania
sa vyuiva v niektorych Specializovanych typoch jna tzv.
metalografické mikroskopy), ale dnes sa tato kohsia asto
vyu iva aj pri inych typoch mikroskopov. Jej vyhadge najma

ahSi pristup ku vzorke a mo nosimiestnenia a pozorovania i

povrchov vasich predmetov.

1.2 Vznik obrazu v mikroskope

Maximalne zvaSenie jednoSoSovkovej lupy — mikroskopu ma svojanice. U A. van
Leeuwenhoek vlastne tuto hranicu dosiahol, kepou ival sklenenu guliku — lupu vekosti cca 1 — 1,5
mm a s pribli ne tie takouto ohniskovou vzdialenos. Poda vz ahu pre zvéenie lupy zodpovedala tat
ohniskova vzdialenoszva Seniu 200 a 300 nasobnému. Z rozmerovych dovodma tzvasenie lupy
nemo no alej zvySova, preto bolo nutné rieSproblém inym sp6sobom. Zaklad takéhoto pristuda fho
u holan ania koncom 15-teho stoiia, ke zostrojili tzv. dvojSoSovkovy systém.

V tomto optickom systéme je objektiv jeho zakladn@s ou, vytvara zvaseny prevrateny obra:

predmetu umiestneného pred prednou ohniskovou aaviak, aby obraz vznikol v primeranej vzdialeno
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za zadnou ohniskovou rovinou. Princip projekcieaab spojnou SoSovkou je znazorneny na Obr. 1.8dC
0 ov tenkou SoSovkou je zalo eny na nasledujuciclonitkstiach:

I0 e, ktoré sa Siria rovnobe ne s optickou osou sprpohode SoSovkou sustigu v ohnisku
IU e, ktoré prechadzaju ohniskom sa lamu rovnobe ojtiskou osou
I0 , ktory prechadza stredom tenkej SoSovky sa nelame

skuto ny obraz je taky, ktory mo no priamo premietma tienidlo (resp. matnicu)

V mikroskopickych optickych systémoch je charalgické, e predmet sa nachadza tesne p
predmetovou ohniskovou vzdialenos, 0 znamena, e vytvoreny obraz je w& zva Seny. Takyto
skuto ny obraz (mo no ho pozorovana tienidle) pozorujeme okularom ako lupou (Ob#).1Poda typu
okularov pozorujeme bu priamo obraz vytvoreny objektivom (orthoskopickéildare) alebo pozorujeme
0 nou (prednou) SoSovkou ako lupou obraz vytvorenjekilvom a kolektivom okularu , kde kolekti
ovplyv uje rozbiehavoslu ov prichadzajucich z objektivu tak, aby pokimo no maximalny zvazok liov

preSiel onicou.

Objektivy a okulare mo no vo vSeobecnosti kombi@owOptick& d ka tubusu je pri vaSine typov
mikroskopov konsStantna, pom celkové zv&enie mikroskopu zrejme zavisi na ohniskovejed(a tym aj
definovanom zvé&eni) objektivu a okularu. Kee premietany obraz je veni zva Seny ( g » 1) potom
pod a SoSovkovej rovnice zvaenie skutoného obrazu projektovaného objektivom mo no priid

vypo ita poda vz ahu:

Zog » 1)

kde je opticky interval mikroskopu &g je ohniskova vzdialenosobjektivu. Tento skutay obraz
vytvoreny objektivom je pri zlo enom mikroskopealej zvaseny okularom (Obr.1.4). Kee okular
pracuje ako lupa, jeho zv&nie md eme vyjadrinasledujuco

_ 250

Zog = T (2)
OK

kde fok je ohniskova vzdialenosokulara v mm, lebo predpokladame, e sa zaostreaienormalne oko
samovolne uskutmi tak, aby obraz vytvoreny celym mikroskopom padolvzdialenosti 250 mm, t.j. d¢
vzdialenosti zreteného videnia cez pupilu oka. Z\&enie celého systému je teda nasobkom

Zy = Zog-Zox (3)

ed




Z uvedeného dévodu, kvéli zjednoduSenému vfpo vyrobcovia uvadzaju namiesto ohniskovyt

vzdialenosti priamo zv&enia objektivov resp. okularov. Treba v3ak loa Gvahy, e hodnoty uvadzané r
jednotlivych objektivoch i okularoch platia iba pre mechanickukah (a tym aj d ku optickd) stanovenu
vyrobcom. Hodnoty, ktoré vyrobcovia uvadzaju, okreho su iba pribli né a napr. pre meracieely, ked

sa uruju presné vzdialenosti v rovine predmetu, je nute§/ systém okalibrovapou itim Specialnej

kalibra nej stupnice.

Celkové rozmery mikroskopov t.j. najma ich tzv. mmagicka dka tubusu su konStruované tak, ak
rozmery celého pristroja nevychadzali priliSké& Z tychto dévodov sa pou ivaju mikroskopické elijvy
svemi kratkymi ohniskovymi vzdialenoami, ktoré zabezpeju uvadzané zv&enia objektivov

a vytvorenie skutaného obrazu vo vnutri tubusu.

Ke e v klasickej dvojkomponentnej schéme, tak akaganakreslené na Obr.1.4, okular vo forn
lupy nevytvori skutony obraz, oko pozoruje neskutty obraz. Redlny obraz sa vlastne premietne a
sietnicu oka pomocou oej SoSovky. S tymto javom treba jta pri pripadnom snimani mikroskopickér
obrazu pomocou klasického alebo digitalneho fotogtparesp. CCD kamery. Neskuhy (virtualny) obraz
za okularom musi byvtedy premietnuty na film resp. CCOp objektivom fotoaparatu zaostrenym |
nekoneno. Tento sp6sob vSak zadiska zabezpenia potrebnej kvality obrazu nie je vhodny, preto

vyu ivaju Specialne tzv. projeké okulare resp. optické konvertory, ktorymi saskdiy okular nahradi.

V dnes realizovanych novSich konsStrukciach a matheloovych pristrojov sa pouiva u takme
vylu ne opticky systém kvojkomponentného mikroskopunkie vo i klasickému usporiadaniu miern
modifikovany. Vyu ivaju sa vom tzv. infinity corrected objektivy (obr.1.5.)0 znamena objektivy
korigované na nekonmeu vzdialenos zobrazenia. Takéto objektivy maju predmetovu royikde je
umiestneny preparat, presne v prednej oniskovejineov LU e, ktoré vtejto rovine vychadzaj
z ubovolného bodu predmetu, sa lamu tak, e za ohjekt sa v3etky I(e z jedného bodu objektu Siri
navzajom rovnobe ne (aj ke pre rézne body objektu pod r6znymi uhlami k opgicksi). Zakladnou
vyhodou takejto schémy z optickéhoalliska su prave rovnobe né zvazky du za takto korigovanym
objektivom v tubuse mikroskopu. Rovnobe né zvéazkyi tmaju spravidla menSie aberacie — chyl
zobrazenia po prechode optickymi prvkami ako sindisa deliace kockyi iné deli e svetelnych zvazkov
farebné a polarizaé filtre a pod. Podobné pomocné prvky su dnemveasto pou ivanymi komponentam
v modernych mikroskopoch. Naviac, pri tejto optickehéme nezalei na tom, na aku vzdialensa

rovnobe né zvazky Siria a teda mechanickéultubusu mo no v principe zvoli ubovolne.
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Déle itou skutonosou je, e nemono vzajomne pou i objektivy korigované na koneu
vzdialenos do mikroskopu s tubusom pre objektivy korigovaaénekoneno a naopak. Tubus mikroskoplu
vyu ivajuceho infinity corrected objektivy musi maabudovanu tubusovid SoSovku - tzv. field lehs
(Obr.1.5). Tato slu i na vytvorenie skut@ého obrazu v priestore vo vnutri tubusu na jehuckdak, aby sa
dal pozorova obvyklym spésobom pomocou okularu. Tubusova Sagowkd obvykle ohniskovl
vzdialenos f =180 mm a f =200 mm.

o skuto€ny obraz
na sietnici

oko
ohnisko ohnisko

(predné) (zadné)

v
predmetova obrazova

vzdialenost vzdialenost
IJ Sle >

VA .
\ﬁ skutoény obraz

11

(A
‘1
\\

Obr.1.3. Vytvorenie obrazu SoSovkou
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optického m ! < !‘ predmet
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.— Okular
A

\\
A Tubusové
So30ovky 4
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Obr.1.5. Drahy svetelnych Ilav v optickom mikroskope
s objektivmi korigovanymi na nekorne
1 —— Obijektiv
. \ Vzorka
Kondenzor

Vo vSeobecnosti, objektivy mo no pri jednom prigitdkombinova s rdznymi okularmi a zadava

takym spésobom vhodné z@&enie obrazu. Na priklad: ak ma mikroskop objektivzvaSenim 40 x 0,85,




pri pou iti okularu zvasujuceho 20 x dostadvame pri pozorovani okom celkox@&Senie 800 nasobné

s okularom zv&ujucim 10 x bude toto zvaenie 400 nasobné.

Pri binokularnych mikroskopoch sasto vyskytuje binokularny nadstavec, ktory maiSie vlastné
zva Senie. Jeho hodnota, pokiga nerovna 1,0 x, je na tomto binokularnom nadstavdy uvedena.
Obvykle to je zvaSenie 1,2 x alebo 1,5 x. Aby sme preto dostali\spréhodnotu celkového zvéenia

mikroskopu, touto hodnotou je nutné nasahid Senie okularu.

Z uvedeného by sa mohlo zdae objektivy a okulare mo no skombinovaubovolnym spésobom

Nezodpoved4 to vSak skutwsti, preto e jednak maximalne vyu iteé zvasSenie dvojkomponentnéh
mikroskopu je limitované difrakciou, ale aj tzv. Bého u ito nym zvaSenim, ktoré definuje pou iteé

zva Senie z hadiska zabezpenia optimalnej kvality obrazu.Tento efekt budekdisvany v prislusnej
asti. V realnych podmienkach opticky mikroskop daye dosahovauhlové zvaSenia (t.j. aj rozmerové

zva Senia v laterdlnom smere) maximalne 2000 a 25G0bAé.

1.3 Mechanicka konStrukcia mikroskopu a ergonomika

Typicka mechanickd schéma klasického dvojkompordmtnsystému mikroskopu je na Obr.1/1.
Napriek tomu, e sa jedna o starSi typ, principgaga usporiadanie jednotlivych komponentov, rovrem
chod optickych lov, neliSi od dnes vyrabanych typov. Zakladom kak&tie je masivny a dostatwe tuhy

stojan, na ktorom su upevnené,priamo zabudované tubus, mikroskopicky stolikseetovaci system.

Dnesné mikroskopy maju design obvykle vathovo trocha odlisSny, kee spravidla tubus je organickot
su as ou konstrukcie, do ktorej je zakomponovany. Jelan, tako aj tvar celého pristroja s#sto riadia skér
estetickymi hadiskami, napriek tomu sa vyrobcovia sna ia zabezpgakladné ergonomické parametre. 7o
znamena, e konStrukcia sa prispésobuje viac pawkam lepSej efektivnosti pristroja, kvalile
jemnomechanickej ale aj opticke] konStrukcie, kommfosti ovladania zékladnych funkcii a tie
zabezpeeniu funkcie tak, aby praca s pristrojom bola memgvné aj pri pozorovani pas niekokych
hodin.




1.4 Obsluha mikroskopu

Podlo né skliko s predmetom polo ime na stolik mikroskopu a upme ho pomocou perovycl
Uchytiek alebo medzi ramienka vodipreparatu. Podlo né skko umiestnime tak, aby objekt bol ne

otvorom stolika pribli ne v optickej osi mikroskopu

Pri pozorovani preparatov v prechadzajucom svefldpade nutnosti upravime numericku apertt
kondenzoru. Pre slaboz\&juce objektivy nastavime kondenzor s malou apmrtgnapr. N.A. = 0,45)
odklopenim hornej SoSovky kondenzora alebo zaciomeRre stredne alebo silne z8#juce objektivy
vyu ivdme kondenzor s jeho maximalnou numerickoerpou. Skutona numericka apertira kondenzo
N.A. = 1,2 — 1,4 neprekrd vSak hodnotu 1,0 pokige medzi elnou SoSovkou kondenzora a podlo ny
skli kom vzduch. Preto pre plné vyu itie rozliSovacehgpnosti objektivov s numerickou apertarou
potrebné kvapnuimerzny olej aj naelni SoSovku kondenzora. Opticky kontakt medzi leoradrom cez
imerzny olej zabezpéme zdvihnutim kondezora do jeho hornej polohy, lsa kvapka dotkne spodne
plochy podlo ného sklika a kapilaritou sa rozSiri na potrebnu plochu poeparatom. Potenciometror
osvetovacej iarovky potom nastavime intenzitu osvettenbjektu vhodnu pre priame pozorovanie ok
alebo pre fotografické snimanie. V tomto atle je vSak potrebné najméa pri mikroskopickom frtmyani
bra do uvahy farebné skreslenie spektra, kssvetujuca iarovka ma mensiu teplotu vlakna (ma ni §
tzv. farebnu teplotu) a preto jej spektrum svedappsunuté viac kervenej oblasti. V tomto pripade |
vhodnejSie nastavioptimalnu intenzitu svetla tzv. pmou irisovou clonou na osveijucej lampe, teda nie

clonou optiky kondenzora, ktorou sa ovlada nastavweamerickej apertiry kondenzora.

Po nastaveni svetelnych pomerov zvolime na revohaen menii objektiv s najmensim zvaenim.
Zaostrenie mikroskopu, t.j. nastavenie tubusu nsikopu s objektivom a okularom do potrebr
vzdialenosti od predmetu, urobime najprv s tymtgektivom, priom vyu ivame hruby posuv zaostreni
a a potom doostrujeme mikrometrickym posuvom. Chogbého posuvu nastavime tak, aby bol optimé
tuhy, aby sme mohli tubusonahko posuva ale aby sa pritom tubus samome nepohyboval a udr iava
nastavenu polohu. Tuhoghodu sa u réznych pristrojov reguluje buzajomnym utiahnutim pravéh:
a avého justa nych gombikov alebo pomocou samostatg@mbika okolo zaostrovacieho gombika. Te

pa ka stasne slu i aj na pevnu aretaciu, ak chceme zaaaetgbranu polohu.

K jemnému doostreniu a k preostrovaniu bke objektu je ureny jemnomechanicky posu
zalo eny na mikrometrickej skrutke. Tento umaje obvykle nastavenie vysSky zaostrenia s jemowsa
1 m resp. 2 m. Zaostrovacie skrutky jemného posuvu maju obvykdehovla stupnicu (pripadne j
stupnica vyrazena na pohyblivych sankach tubusj)diglik zodpoveda mikrometrovému premiestnel

e

= —

u

\v

ne

to

v

o

iu




(zdvihnutiu, spusteniu) zobrazujuceho objektivupBtca umo uje v pripade nutnosti meranie vzdialenos

posuvu vo zvislom smere. V spojeni s mikroskopiclolmjektivom s vekou numerickou apertarou a teda
ve mi malou hbkou ostrosti - pod 1m, dovo uje postupnym preostrovanim jednotlivych hladinsteemia
v oblasti objektu, aj pribli né zmapovanie vysSkydjetlivych bodov jeho reliéfu. Rozsah mikrometrické

posuvu byva obvykle 2 mm.

Ak narazime pri jemnom zaostrovani na medznu potedolnd, i hornd — nemé eme u posuvon
alej pohybova, preto musime najprv hrubym posuvom posualijektiv tym smerom ako sme posuv:
pri mikrometrickom posuve. Ztohto doévodu je vyhédesSte pred hrubym zaostrovanim nasta

mikrometricky posuv pribli ne do jeho strednej pbio

Ka dé pozorovanie mikroskopom zZaame so slabo zvaujucimi objektivmi a okularmi. Pc
hrubom zaostreni doostrime obraz mikrometrickymugom. Ak bol Studovany preparat prehliadnuty |
malom zvaseni, obvykle po adujeme zv8enie vasSie. Preto otdme opatrne objektivovou revolverova
hlavicou, bez toho, aby sme zmenili nastavené matst a nastavime silnejSi objektiv do optickej
mikroskopu tak, a zapadne perko do zarezu. Jemhéotlbjektivy su vypatané a konsStruované tak (ped
predpisu prislusnej normy), e pri nastaveni ktal@hvek objektivu je obraz zhruba zaostreny. Je nliaé
nepatrné doostrenie obrazu mikrometrickym posuvoho. znamena, e po zaostreni pomoc
slabozvaSujuceho objektivu mé eme objektivovl revolveroviavicu ubovolne otda - vymie a
objektivy, bez obavy o poSkodenie objektivuvlastného preparatu, napriek tomu, e pre ,nagsie”
objektivy je ich pracovna vzdialenosadovo desatiny mm. Napriek tomu, e tzv. parfokalvzdialenos,

o je vzdialenos hornej plochy krycieho sklka od dosedacej plochy zavitu objektivu pri zaosj@olohe,
je urena normou DIN (45 mm) resp. JIS (36 mm), nie j@dré vzdomne zamia ani objektivy
konStruované poa tej istej normy. Kvoli vasej spoahlivosti, doporuuje sa pou iva objektivy z jednej

sady tej istej firmy.

Pri pouiti silne zvasujucich imerznych objektivov s Jeu numerickou apertlrou, ktoryc
pracovna vzdialenosje ve mi mala, sa musi postupovarocha odliSnym spésobom. Aby bolo mor
umiestni kvapku imerzného oleja medzi krycie sk a frontalnu SoSovku objektivu, je treba objek
najprv mierne nadvihnta potom hrubym posuvom pri stadlom sledovani polatjgktivu z boku zni ujeme
objektiv, a sa tento dotkne kvapky imerziealej odhadneme a nastavime vySku pracovnej vzdistena

nieko ko desatin mm a doostrime paldlom do okulara pomocou jemného posuvu.

Po zaostreni mikroskopu s imerznym objektivom pigakne spravnososvetlenia preparatu. Okrer
nastavenia najvhodnejSej vysky kondenzoru pod payto skli kom je vhodné skontrolovaovnomernos

osvetlenia plochy preparatu. Z tubusu vyberiemelérka pozorujeme zadnu SoSovku objektivu v tubu
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ktora plocha by mala byrovhomerne osvetlena. Pokito dovo uje zabezpesnie po adovanej rozliSovace
schopnosti nastavime (zatvorime) irisova clonu lkmzdra na optimalnu vieos . Pri niSej apertire
osvetlenia dosiahneme \&u hbku ostrosti a spravidla aj V& kontrast obrazu, kee obraz nie je v tomto

pripade pre iareny rozptylenym svetlom.

1.5 Priprava vzoriek a preparatov

—_—

Biologické objekty ako materidl pre mikroskopickézprovanie maju rad Specifickych vlastnosfi.

Historicky ale aj vyznamom boli tieto objekty prvijnkde sa naplno vyu ili vlastnosti mikroskopickéh
zobrazovania. Roky vyskumu a dosiahnuté vysledkivonli rozne pristupy, ako biologicky materiél
pripravi k pozorovaniu. Jednou z najdole itejSich po iadgvibolo zabezpenie toho, aby masivn
rastlinné pletiva resp. ivdSne tkaniva boli dostatoe tenké a aspo iasto ne priehadné tak, aby sa dal

pozorova v prechadzajucom svetle.

Rastlinné pletiva sa k mikroskopickému pozorovapnpravuji najastejSie pomocou rezanidl.

rezanie sa uskutouje bu ru ne iletkou, skalpelom alebo pomocou pristroja ratlm.

Rez, ktory sa pripravuje ako preparat, zaujimatiurpolohu voi orientacii rastliny. RozliSujeme

rezy tangenciélne, radialne, transverzalne. Vyhorasglin re eme rune tak, e skalpelom resp. iletkou

odre eme niekoko cm kusok a zbavime ho listov. iletku pou ivanpokia mo no tenkd. Pred rezanin

najprv zarovhdme a vyhladime hornu plochu, pritdrande, aby plocha rezu bola stéle vihka. Tenky plélo
re ieme vone kzavym pohybom jednymahom a smerom, nie trhavym pohybom tam a.s@ére ieme
viac rezov a najlepSie z nich nanaSame Stetcomadly, \kde su pripravené na prenesenie na podic né
skli ko.

Rastlinné prvky, ktoré su ohybné a tenké a pretbaaemi a ko daju uchopi prstami, vkladame
do zarezu vytvoreného v bazovej dusi. Bazovy steepredtym pripravime tak, e odre eme nieko cm
d ky a namoime na par hodin do vody. Potom kolmym rezom upmnavieznu plochu a urobime do ngj
rozStep do bky 5 a 10 mm. Do tohoto zarezu vsadime vystriirkiisok objektu, ktory chceme reza
stonku alebo list. Bazova duSu dr ime najvySSie medzi prstamavej ruky, rezna plochuahko zre eme
a potom re eme strmea objekt ako celok v tenkych platkoch. Narezardtkpl rastliny prenesieme nh
podlo né skli ko. Listy rastlin mo no rezaaj tak, e ich niekokokrat prelo ime a takto vzniknuty baék

zovrieme medzi prstamavej ruky a re eme iletkou pravou rukou. Taktokasne naraz viacero vzoriek.




Iba as rastlinného materidlu je moné pozorovéakto bez pripravy. Objekty rastlin ale
ivo iSnych tkaniv je treba rozlo ina tenké priesvitné rezy. Cela priprava takychtbobickych vzoriek
pre pozorovanie v optickom mikroskope ma tri zakkadfdzy. Prvou je fixacia ivého materialu

dehydracia vzorky.

Fixaciou rozumieme rychle usmrtenie ivej hmoty lkna pletiv fixanymi prostriedkami, ktorymi
sa zabrani alSim samovolnym zmenam materialu. Podstatou &x@eijemné vyzra anie (denaturaci
bielkovin ivej hmoty pdésobenim fyzikalnych (zamr#ie, niekedy aj var) alebo chemickych prostriedk
(chemickym roztokom). Fixa& tekutina musi rychle prenika o najmenej poSkodzovatruktaru pletiv,
pritom by nemala znii schopnos ich zafarbenia. Na fixaé Uely sa asto pou ivaju nasledujuce

kvapaliny:

- alkohol

- formalin t.j. 40 % roztok formaldehydu vo vode
- kyselina osmiela OsQ

- glutaraldehyd

- fixa né kvapaliny s kyselinou pikrovou

- fixa né kvapaliny so sublimatom

Formalin sa asto pouiva, je vhodny najma na priedné histologické preparaty, menej na vysetre

cytologické. Pletiva sa vom dobre zafarbuju, dobre konzervuje.

Kyselina osmiela je jednym z najlepSich fixaych prostriedkov, nemeni Struktlru ivych pletRou iva
sa k fixacii zvlas pri vysetrovani rdznych zlo iek bunky. Pou iva apk fixacii lipoidov, ktoré sa zarove

sfarbuju do ierna.

Ak je objekt fixovany, je potrebné ho pripravku krajaniu na tenké platky. AvSak i pri spravn
fixacii obvykle sa objekt neda raym spdsobom pomocou ostrej britvy alebo iletkykrdga na tenké
platky rovnako hrubé po celej ploche a dostaéopriesvitné. Objekt okrem toho mé e obsahova a
vody, ktoru je treba odstraniDehydratacia sa uskutalje tak, e sa na objekt pdsobi postupne stupaju
koncentraciou alkoholu. Alkohol silne dehydrujelbgicky material a prakticky ho vysusi.

alSia faza pripravy vzoriek sp@a v presiaknuti vysuSeného objektu parafinomgideiom alebo
monomeérnou ivicou, ktord polymerizuje a vytvoriapticku latku. Ztuhnuta latka spolu s biomaterialc
vytvaraju hmotu, ktor4 sa da dobre krajpreto takto pripraveny preparat sa da nakramtenké platky.
Z fixovanych objektov sa takto zhotovuju platky kénniekoko tisicin a stotin mm rezanim ni

zariadeniach nazyvanych mikrotomy. Niekedy sa p@umamiesto ,stu ovania“ pomocou parafinu ale!
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polymerizanej ivice postup zalo eny na priamom zmrazeni &je Po zmrazeni sa krajaju tenké plat

<

na zmrazovacom mikrotome.

Mikrotomy sU mechanické zariadenia swé ostrym noom, ktory sa pohybuje po presije
vymedzenej drahe, alebo stoji v presne vymedzeaniehp a pohybuje sa objekt. N6 musi mdokonalé
ostrie a dobru stabilituepele. Hrabka vzorky na mikroskopovanie sa nastapomocou mikrometrickej|

skrutky s prislusnou stupnicou.

Biologické preparaty saasto vyznauju tym, e ich Struktdra je malo kontrastna a jetlivé detaily
su rovnako prietadné a a ko sa rozliSuju. Na takéto preparaty vSak je @metitné vyu i nejaki metddu
zlepSenia kontrastu. NastejSie sa vyu iva vlastnosti pletiv resp. buniekjch niektoré asti absorbuju

lepSie urité farbiva ako ostatnéasti, im sa zabezpéich zvyraznenie.

Farbiva su také latky, ktoré maju schopnasaza sa na pevné telesa. Farbiva ako chemigké

zIlG eniny existuju prirodné a umelé. Z prirodnych l&ako

- haematoxilyn, jedno z najpou ivanejSich farbilskava sa z tropického dreva kampesky.
- brasilin je chromogén z dreva fernambukového, ipatsa podobne ako haematoxilin.

- orcein sa ziskava z niektorych druhov liSajnikov.

- karmin sa ziskava zo suSenych sashki erva nopalového, ktory cudzopasi na kaktusoch.

Pod a druhu chromoféru rozoznavame viacero skupin acggch umelych farbiv:

- nitrofarbiva — kyselina pikrova, naftolova It

- azofarbivd — oran G, chrysoidin

- antrachinonové farbiva — alizarin

- thiazinové farbiva — thionin

- azinové farbiva — safranin T

- fenyl-metanové farbiva — malachitova zele

- triaminotrifenylmetanové farbiva — kysly fuchsémilinova modra

Po ukoneni farbenia sa rezy uzavieraji medzi podloné kkli a krycie skliko do vhodného
transparentného prostredia s vysokym indexom ladhuykle sa na tento @l vyu iva kanadsky balzam

0 je prirodna ivica, niekedy sa ako prostredie pauglycerin alebo gycerinova elatina.

—

Celkom odlisné principy pripravy vzoriek na mikropické pozorovanie sa pou ivaju pri skima

metalografickych a mineralogickych vzoriek. V zdosi od Uelu vyskumu daného materialu pozorovarli

sa uskuto uje bu v odrazenom alebo v prechadzajucom svetle.




Na pozorovanie v prechadzajucom svetle sa priptapugparaty tzv. tenké vybrusy s hrabkou i
20 — 30nm. Preparaty musia by oboch stran jemne vyleStené brasnymi pastami §ifovanie) tak aby

cez ne presvitalo svetlo.

Na krycom skliku sa pripravuju aj praskové preparaty z nerasttivnina sa rozbije na drobn

prasok tak, aby sa priliS nerozotierala a aby kanéxytvoril na preparat nepou itey ve mi jemny prach.
Na podlo né skliko sa preto oddelia iba drobné dlomky a kryStamkodnej vekosti. Pokia mo no

rovnomerne rozdrveny zrnity prasok prikryjeme kmycskli kom ana jeho okraj nanesieme kvap

tekutiny, v ktorej budeme preparat pozoravidvapalina ma v preparate tenel} aby sa zrna nerastov steli

priehladnejSimi. Pou itie kvapaliny so znamym indexlomu dovouje aj urenie indexu lomu pritomnyct

nerastov.

Niekedy je vhodné zhotovipreparat staly, dihodobo skladovatg Vtedy je najlepSie pou iako

tekutiny, podobne ako pri biologickych vzorkachztaku (v benzéne alebo toluéne) kanadského balz§mu.

Index lomu ivice kanadského balzamu je= 1,540. Po odpareni rozpaslla kanadsky balzam stvrdrie

a vytvori skladovateny mineralogicky i petrograficky preparat.

Na mikroskopické pozorovanie v odrazenom svetlprgaravuju preparaty vybrisené iba na jedrlej

ploche, ktora je leStena. Brusenie plochy sa uskuje pou itim brusiva s vekymi zrnami s ich postupnyrn
zmenSovanim. Obvykle sa na tentoeld pou iva karborundové brusivo. Podobny postup ak®
mineralogickych vzorkach sa pouiva aj pre bruseaikStenie metalografickych povrchov. Hornino

materidly, ktoré maju vé&u porovitos a nedaju sa takto priamo brusi lesti, sa pripravuju s vyu itim

vé

nasiaknutia materialu a vytvrdnutia ivice kanadsttédbalzamu alebo umele vyrabanej vhodnej epoxiddvej

ivice. Nasledne mo no plochu brusa lesti.

1.6 Zakladné zobrazovacie komponenty mikroskopu —lgektiv a okular

Mikroskopicky objektiv je zakladnym optickym prvkorktory vytvara zvaSeny prevrateny obra:
pozorovaného predmetu umiestneného pred jeho puedlimaiskovou rovinou (pripadne priamo v nej), t
blizko, aby obraz vznikol v primeranej vzdialenasdi zadnou ohniskovou rovinou. Objektiv je sprivis

zna ne komplikovany opticky systém zlo eny z viacergdsoviek.

Z h adiska optiky je vykon a kvalita objektivu najddtejSim parametrom mikroskopu a mo n
poveda, e najmé vlastnosti tohoto optického komponentuujii vysledné mo nosti mikroskopickéh

optického systému z hdiska jeho rozliSovacej schopnosti, k@sti zorného pa@, hbky ostrosti




a svetelnosti systému. Pri konStrukcii mikroskogiatk objektivov je preto rozhodujuce, ako su kormyod

optické chyby (aberacie).

Obr.1.6 Mikroskopické objektivy s dihou pracovnaudialenosou

Mechanickd dka tubusu je vzdialenosod spodného okraja tubusu, kde je zavitom uchyteny
objektiv, po jeho horny okraj, kde je dosadacianhrakularu (Obr.1.7). V paatkoch vyvoja zlo enych
mikroskopov boli konStrukcie jednotlivychasti mikroskopu ka dého vyrobcu viacmeneapovolné, preto
aj d ka tubusu sa navzajom liSila. Od ky tubusu sa vSak odvija aj obrazova vzdialenobjektivu t.|.
vzdialenos od objektivu po rovinu, kde sa premieta sknfoobraz predmetu. Tato obrazova vzdialengs
potom spolu so zvolenou ohniskovou vzdialeomosobjektivu definuji jeho zv&enie. Postupom vyvoje
preto u roznych vyrobcov prislo k utej Standardizécii a aj samotné objektivy saaliaboznaova pribli ne

I rovnakym spbésobom. Zakladnymi charakteristikamiektiyov, ktoré sa zali

okular

vyzna ova na ich povrchu, boli zv&enie a numericka apertura.

ohnisko
rokularu
Obr.1.7. Schéma tubusu mikroskopu
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- M=170 mm Meopta, ROW (NDR), Leitz
- M =190 mm mikroskopy pre pozorovanie v odraxa svetle
- M =250 mm Reichert (Wien)-metalograficky nokkop

Tato mechanickd dku je pre dany typ objektivu treba reSpektoviae e aberacie su korigované iba ria
danu dku apri vo be inych vzdialenosti vznika predovSetkym sfériet@eracia. astym praktickym
problémom u nas byvala vzajomna zamena objektiyoobeu Carl Zeiss Jena askoslovenskej Meopty
ktoré pou ivali iny Standard &y tubusu a z tohto dévodu sa nemali vzajomne zaeni Meopta preto aj
za tymto Uelom vyrabala vymenitay tubus, ktorého cka sa dala plynulo nastavovad M = 150 mm do
M =190 mm.

Va Sina mikroskopov je navrhnutd vramci Deutsche $tdel Norm — DIN, japonska norma
Japanese Standard — JIS sa pouiva menej. V mikpmsi s objektivmi korigovanymi na komg
vzdialenos poda normy DIN je vzdialenosobjekt — obraz 195 mm. Vzdialenosbjektu od zadnej|
dosadacej plochy jeho zavitu — tzv. parfokalna atatios, je vtedy 45 mm. Zostavajlca vzdialend$0
mm Kk ponej SoSovke okulara definuje vzdialenakuto ného obrazu objektivu vo vnutri tubusu ako L0
mm od konca tubusového okraja-dorazu okulara. Zaéwektivu je rovnaky pre obe normy DIN i JIS a o
0,7965 (20,1 mm) v priemere, 36 TPI, 55° Whitwo{®©br.1.8). DIN objektivy su spravidla korigovams
mechanickd dku tubusu 160 mm, JIS objektivy na 170 mm. Dneszadnaju pou iva aj objektivy
s parfokalnou vzdialenosu 60 mm, ktora je vyhodna najmé pre objektivy glavané na nekoneo. Takto

su konsStruované objektivy s dlhou pracovnou vzdiadeu.

JIS DIN

Obr.1.8. Definicia parfokalnej vzdialenosti pachoriem
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V tejto suvislosti je dble itym parametrom konStoik aj opticka dka tubusu. Je definovana ak
vzdialenos medzi zadnou ohniskovou rovinou objektivu a skayon obrazom premietnutym df
ohniskovej roviny okulara (Obr.1.7). Korekcie oljekv su vypoitané na tuto vzdialenospreto ju treba
dodra aj ke sa do optickej drahy zavadzaj(alSie optické prvky. Su to predovSetkym hranoly pri
binokularnom pozorovani, hranoly usmegjice chod Idov, rézne delie vinoplochy atie filtre. Lue

prechadzajuce vo vnutri tubusu cez takéto prvkyohadaju cca 1,5 nasobne dlhSiu optickd drahu nie |pr




rovnakej geometrickej drdhe prechodom cez vzducoHefl lomu skla je n 1,5). Takto potom moé u

vznikn( aberécie.

Dnes tieto problémy mikroskopickej praxe spojengeshanickou ioptickou d&ou tubusu,
ustupuju do pozadia vzadom na konStrukcie novych pristrojov, ktoré voSide pripadov pou ivaju u
objektivy korigované na nekon®, kde dka tubusu nie je déle ita. Treba eSte poznamena mnohé
moderné mikroskopy dnes nemaju samostatny tubuse; ktoré sa Siria od objektivu v telesa mikroskc
a ldmu resp. ot@ju hranolmi a optickymi delimi. Dnes sa tie asto pou ivaju trinokularne hlavice, kd

okrem okularov na priame pozorovanie zrakom, jeesitnmena aj CCD kamera resp. digitalny fotoaparat.

Existujuce konsStrukcie mikroskopickych objektivovomo rozdeli do niekokych kategorii poca

nasledujucich kritérii:

1. spbsob a dokonalokorekcie zostatkovych aberécii
vlastnosti pou itej imerzie resp. bez imerzie
rézne optické konstruké schémy jednotlivych systémov (SoSovkové, zrkag]lc
zrkadlovo-SoSovkoveé)
4. poda d ky tubusu mikroskopu a vzdialenosti projekcie skutého obrazu objektu
Najdole itejSim kritériom je delenie pod toho, ako su tieto zlo ité optické systémy doKeneorigované
na dominantné aberacie t.j. najma chromaticku aberaféricki aberaciu a vyklenutie @o Tieto chyby

SoSoviek resp. tzv. aberacie vyplyvaju z fyzikalpeglstaty zobrazovania pomocou sférickej SoSovky.

Chromatické (farebné) aberaciemaju pévod v tom, e index lomu skla — jej ,Jamavbzavisi od
vinovej d ky svetla (tzv. disperzia). Lle bieleho svetla sa lamu mierne silnejSie pre brdtina zlo ku —
fialova, modru, ne pre svetloervenej farby. Pri sustredeni v bieleho svetla do ohniska potom vznil
koncentricky dahové rozlo enie svetla a ohniskot@k farebne ,rozmazané“. Chromaticka aberacia
odstrauje pou itim zlo enych optickych systémov s vyuriti spojnych i rozptylnych SoSoviek s réznyr

indexami lomu.

Sféricka aberaciaje vysledkom javu, e pri lamavych plochach So&byiktoré su sférického tvart
sa lae iduce okrajmi spojnej SoSovky lamu viac, akoeljprechadzajuce centralnoas ou SoSovky. Aj
tymto javom vznikd neostré ohnisko. Sféricka abarge vyraznejSia pre vké hodnoty numerickej
apertary, ktoré su prave v mikroskopickych objestiv dominantné. Tato aberacia sa koriguje taks

pou itim kombinacie spojnych a rozptylnych SoSoviek

Existuju aj alSie druhy aberacii SoSoviek ako je astigmatizenkéma, ktoré su vyrazné najma pre bo
predmetu le iace mimo optickej osi. Pre pozorovawédmety, ktoré maju malé prige rozmery, su

podmienky pozorovania vyhodnejSie. Obmedzuje sav§ak dosiahnut&é zorné pole mikroskopu.
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Poda dokonalosti korekcie farebnej chyby pozname typlyjektivov achromaty a apochromét

zabezpeenie planarity zorného pa vyjadruju planachromaty resp. planapochromaty.

Achromaty:

su objektivy, kde je farebna chyba upravena gmend a modra farbu (Obr.1.9). Tento obraz
ukazuje, ako sa navzajom prekryvaju — suhlasia stdoné body pre objektiv s ohniskovc
vzdialenosou f = 10,0 mm. Achromatické objektivy sa preto paju pre mensie zv&enia. Ich
nevyhodou je tie , jav sférického zakrivenia obrezproviny, ktoré je citené najma pri objektivoct
s va Simi numerickymi apertirami. Aby sa tento nedogtaddstranil pou ivali sa v kombinaci
s tzv. kompenzawymi okularmi, ktoré toto zakrivenie korigovali gtvarali tak zaostreny obra:
v celom zornom poli. Zname su takéto starSie okuldtoré vyrabala firma Carl Zeiss Jen

Achromatické objektivy patria medzi najjednoducleieajlacnejSie objektivy.

Apochromaty:

podstatne lepSie koriguju farebné chyby, ktoré dstranené prakticky pre celé spektrum viditho
svetla ako je to vidie na Obr.1.9. Sféricka chyba byva odstranena agpe dve rbézne farby:
Apochromatické objektivy vo vSeobecnosti maju wyS$iumerickl apertiru ako objektiv
achromatické atie dovaju va Siu pracovnu vzdialenosVzh adom kich korekciam farebnyn
chyb su vhodnejSie pre pozorovanie v bielom susdte farebnych filtrov, ke verny prenos farieb je

dole ity.

Planapochromaty:

odstra uju vyklenutie obrazového pa. Tento typ objektivov m6 e byachromaticky, ale spravidl:

su to apochromatické systémy. Moderné typy objektigu prakticky vSetky planachromatick®.

Ve kou vyhodou tychto objektivov je dnes aj skutos, e ich mono s vyhodou pou iva na
premietanie obrazu na film alebo CCp.

Objektivy korigované na nekoneno:

starSie typy objektivov, ktoré boli vyrabané pritdi pred rokom 1980, boli skonStruované tak, a
vytvarali skutony obraz v konenej vzdialenosti 160 mm, 170 mm resp. 210 mm ag&@bmm. Pre
tuto vzdialenos tie platilo zva Senie, uvadzané na objektive. Moderné objektivywsak u

korigované na nekoneul vzdialenos obrazu, tak e na strane obrazu vytvaraju kolimavanetelnée
zvazky a nemd u priamo premietnut skutg obraz objektu. Ten sa ziska a pou itim tubugov
SoSovky umiestnenej vo vnutri tubusu. Aberacie Iséykle odstranené samotnym objektivom, ale

jeho kombinaciou s tubusovou SoSovkou. &fdou su tieto objektivy konStruované s3sd@u
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ohniskovou vzdialenosu, ktord potom umouje aj onieo vaSiu pracovnu vzdialenos
v porovnani s objektivmi korigovanymi na koné vzdialenos. Hodnota zvaSenia obrazu, ktord je
uvedena na objektive, plati v kombinéacii s ohniskovzdialenosou tubusovej SoSovky, pre ktor
bol objektiv navrhnuty. Celkove mo no povedae tieto typy objektivov sa nedaju pou ina

mikroskopoch inych vyrobcov, nie su vzajomne zarngeneé.

9,99 z
achromat

ElO,OO / A Obr.1.9. Chromaticka aberacia pre rézne druhy abjek
s apochromal-~.
+=10,01 \

10,02 . : ; ; \

650 600 550 500 450 400
vinova d ka nm

1.6.1 Specialne typy mikroskopickych objektivov

Preva na vasina mikroskopickych objektivov su Standardné atfatické alebo apochromatick
druhy objektivov pre pozorovanie v prechadzajucoetls. Okrem nich vSak existuju objektivy, ktoré

optimalizované na uity druh Specializovanych uloh.

Optika zrkadlovych objektivov vyu iva skutonos, e sférické zrkadlo na rozdiel od SoSovie
nema chromatické aberacie. Preto zrkadlové objgk$iv najastejSie vyu ivané v aplikaciach, kde
vy aduje vemi vysoka kvalita obrazui sfokusovania svetla pri Sirokom spektralnom rbzsaTieto
objektivy asto dosahuju teoretického difralého limitu v Sirokom spektre. Kee odrazivos zrkadlovych
pléch je taktie Sirokospektralna, takéto objektalyidealne pre aplikacie ako v hibokej ultrafiapeblasti,
tak aj vinfraervenom pasme. Nevyhodou zrkadlovych objektivoichelimitovana numericka apertare

ktora nemoé e prekra hodnotu A = 0,65.
Objektivy pre polariza ny a interferen ny mikroskop:

- pri vyrobe optického skla (pri jeho chladnutgsto vznikaja v materiali vnutorné napétia, rovna
tak ako mechanickym naméhanim napriklad pri etid zabudovanych SoSoviek v konStruk
objektivov. Tieto mechanické napdatia sa mo u pofmejavi vznikom parazitnych interferenych

iar, ak predmet pozorujeme v svetle polaneho mikroskopu alebo v interfereom mikroskope.
Pre tieto druhy mikroskopov je preto nutné pou iabjektivy, ktoré maju optiku bez vnutornyc
napati (tzv. stress free) a su aj konstngkvhodne upravené. Objektivy ané na dany @&l maju

prislusné oznanie.
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Episkopické objektivy:

v mikroskopoch, ktoré s wné na iné (ely ako je sledovanie biologickych preparat

v prechadzajucom svetle, je nutné pozoravepriehadny predmet tak, e sa osvetli zhora, zo smg

pozorovania. Naviac, tieto predmety S@ou nemusia byzakryté krycim sklikom. Episkopické
objektivy preto musia bykorigované tak, aby s pritomnas krycieho sklika neratali a okrem
toho, aby svetelny zvéazok oswveici pozorovany objekt prechadzal cez objektivorkttakto
su asne slui aj ako osvatjuci kondenzor. Dnes sa \&nou pou ivaju Sirokouhlé epi-objektivy
ktoré su vypoitané na nekon@ul obrazovu vzdialenosa vy aduju preto tubusovi SoSovku. Ten
typ objektivov je potrebny pre Specializované nogedfické mikroskopy, ale aj mikroskop

vyu ivané pri praci vo vyskume a in inierskej praximikroelektronike.

Objektivy vhodné pre sledovanie fluorescencie

klasicka jednofotonova fluorescara mikroskopia je zaloena na budeni fotoluminisgen
pomocou osvetlenia latky ultrafialovym svetlom. ©ké sklo vSak toto iarenie pohlcuje, preto
potrebné zabezpe, e osvetujuce iarenie bude prechadzaba cez sklo, ktoré je Specialn
upravené vhodnymi prisadami tak, aby preple aj ultrafialové Ie aspo po vinové dky 350 —
300 nm. Skutonos, e dneSné mikroskopy pre fluorescenciu vyu ivagghému s reflexnym-
episkopickym systémom osvetlenia cez objektiv, yktorsa stasne objekt zhora osvaje
i pozoruje, determinuje potrebu pou ivaptické sklo so zlepSenou priepustrms v ultrafialovej

oblasti aj pre cell optiku episkopickych objektiv@bjektivy preto maju aj Specialne ozeaie.

1.7 Oznaovanie mikroskopickych objektivov

U vyrobcov optickych mikroskopov existuje davno Zeana prax uvadza zakladné informacie

o druhu a optickych vlastnostiach daného objektpriamo na jeho konStrukej schranke vhodnym

symbolickymi népismi. Na Obr.1.10 su Standardnéraskopické objektivy optimalizované na koné

vzdialenos skuto ného obrazu. Su tu uvedené zakladné parametré Bfmaju na podobnych objektivoc

uvadzané vyrobcami
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Obr. 1.10 zZakladné parametre objektivov, ktorénsidzané na ich puzdre

Na alSom Obr. 1.11 s0 oznenia optickych parametrov moderného typu mikrosiago
objektivu s dlhou pracovnou vzdialenos korigovaného na nekomgl vzdialenos Oznaovanie
jednotlivych parametrov réznymi vyrobcami nie je vBeobecnosti Standardizované, preto sa u rozr
firiem mé eme stretnd s odliSnymi symbolickymi skratkami. Tab. 1 prezgatviacero takychto skratiek

ktoré sa be ne vo svete pou ivaju.

korekcia
farebnej
planarna aberacie
korekcia
numericka
pracovna apertara
vzdialenost
- ohniskova
dizka vzdialenost
tubusu tubusovej SoSovky
, hrﬂbka zvacsenie
krycieho
sklicka

Obr. 1.11 Oznaenia planapochromatického objektivu korigovanéhaeieneno

lych




Tab. 1 Symbolické oznania pou ivané réznymi vyrobcami na identifikovadieihov mikroskopickych objektivov

Achro, Achromat

Apo, Apochromat

Plan, Plan, Plano, PlanAchro

PlanApo,

L, LL, LD, LWD
ELWD

SLWD

ULWD

Oil.im, Oil, Oel
HI

WI, Water, Wasser
DIC,

NIC

ICS

CF, CFI

uls

Ph, Phase, PC, PHACO

DL, DLL, DM, BM
PL, PLL

PM, PH

NL, NM, NH

P, Po, Pol, SF
DI, MI, TI

EPI

Okular mikroskopu je opticky komponent, ktory péspbuje obraz premietnuty a zgany
objektivom udskému oku tak, aby sa vyuilo z\&enie, rozliSovacia schopnoa korekcie aberacii, ab
oko vnimalo farebne a geometricky neskresleny avs@r zaostreny obraz. Mikroskopické okulare
vé Sinou skladaju z mej SoSovky a S030vky tzv. kolektivu. So3ovka kiblekresp. viadenny subor sa

umiestni v blizkosti obrazu, pom len malo zmeni jeho polohu a kes . Tento SoSovkovylen vSak

achromaticky objektiv

apochromaticky objektiv

planachromaticky objektiv,

planapochromat, planachromat

diha pracovna vzdialenoslong working distance

extra-dlha pracovna vzdialencs extra-long working distance
super-dlha pracovna vzdialenesuper-long working distance

ultra-dlha pracovna vzdialenosultra-long working distance

olejova imerzia

homogénna imerzia

vodnda imerzia - water immersion

diferen ny interferenny kontrast

Nomarského interfereny kontrast

korekcia na nekon@o (Zeiss) - infinity color-corrected system (&is
korekcia na nekonao (Nikon) - chrome-free infinity corrected (Nikon)
univerzalny systém korigovany na nekame - universal infinity system (Olympus)
fazovy kontrast

fazovy kontrast - Dark Low, Dark Low Low, Dark Meutn, Bright Medium
fazovy kontrast - Positive Low, Positive Low Low

fazovy kontrast - Positive Medium, Positive Rigontrast

fazovy kontrast - Negative Low, Negative Medilxdegative High
polarizany mikroskop - polarized light, strain free

interferenny mikroskop, mnohollva interferometria - multiple beam (Tolanski)

osvetlenie v dopadajlicom svetle - epiillumirmatio

1.8 Mikroskopické okulare

Sa




zobrazi vystupnu pupilu objektivu za druhgn okulara tak, e hlavné lé@ sa po prechode kolektivor
zbiehaju na U SoSovku. Existuje viacero druhov okularov, kt@a@ liSia zvaSenim, korigovanim

chromatickej aberacie a zklenutia zornéhogpatie Sirkou zorného pa.
Huygensov okular

- najjednoduhsSie dvojSoSovkoveé okulare, ktoré sa paju pre malé zva&enia (4x, 10x).
- predmetova rovina sa nachadza vo vnutri medzi $@s$owv
- st vhodné pre pou itie s achromatickymi objektivgrmalym zvaSenim

Ramsdenov okular

- jednoduchy, zlo eny tie z dvoch SoSoviek
- vhodny pre pou itie s achromatmi s \§m zvéa Senim

Kellnerov okular

- 0 nasoSovka je zlo ena a achromatizovana
- vhodny pre Siroké vhodné pole

Ortoskopické okulare

najmenej skreslené zorné pole

hodia sa v kombinacii so semiplan a plan objekiiv

vyrabaju sa iba ako silnejSie zgdjuce okulare so zvéeniami 10x a 30x
— vhodné tie ako meracie okulare so stupnicoyp(djyblivou)

Meraci okular

— je spravidla ortoskopicky opticky systém
— obsahuje mikrometricky mechanicky posuv so steguna zadmernym kri om v zornom poli
— rovnako ako mikroskopické objektivy, aj okulareoupvaju symbolické oznaenia

zakladnych parametrov

Tab. 2 NajastejSie pou ivané oznania mikroskopickych okularov

WF Sirokouhly - Wide Field

uw, UWF ultra Sirokouhly - Ultra Wide Field
SW, SWF super Sirokouhly - Super Wide Field
H, HE vzdialené pozorovanie - High Eye

K,C kompenzany okular - Compensation
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zvacsenie
okularu
okular

=

Sirokouhly ;
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okular 07 M i
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priemer kompenzacny
zorného pola okular pre

planachromaty

Obr. 1.12 Z&kladné parametre uvadzané na puzdiadarov

1.9 RozliSovacia schopnosobjektivu

Ak na spojnu SoSovku zlo eny objektiv dopada svetelna vinoplocha, okrgvu refrakcie nastave
aj difrak ny jav. Difrakcia na kruhovom otvore ohramjicom opticky systém zapmni, e svetlo sa nedéa
sfokusova do bodu, ale sa sustredi do me malej oblasti. V tejto oblasti vznikne zlo itégSrozdelenie
intenzity svetla — centrdlne maximum intenzity, rktwo intenzita od stredu prudko klesa a prechadzé d

svetelného minima v tvare prstenca. Tento prstepetom znovu vystrieda sekundarne prstencgve

N

maximum a alSie striedajuce sa minima a maxima. Polomerhmygrstencového minima je definovarly

uhlom s vrcholom v strede objektivu
Dsins = 122/ 1)

kde je vinova d ka uva ovaného monochromatického svetl® ge priemer kruhového otvoru objektivi].
Ak by sme pou ili biele svetlo, difralny obrazec bude predstavovatenzitny suet takychto difraknych
obrazcov pre jednotlivé vinové Ky vzajomne na seba nalo enych. V pripade, ak mgektiv dopada

rovinna vinoplocha (pozri napr. Obr.1.13) mo emelgmeoer prstenca prvého difrakého minimar

v ohniskovej rovine vyjadrinasledujuco (za predpokladu, e uhoje maly)
f/
r=122—
12 D 2

kdef je ohniskova vzdialebno®bjektivu.




Obr.1.13. Vytvorenie difralného
krd ku v ku eli zbiehajucich sa
svetelnych ltov

—

Zbiehajuce sa lle (kue svetla) teda neméu ani v pripade idealne koriggyea objektivov

vytvori geometricky bod — v dy sa vytvori tzv. difraky kri ok ( asto sa nazyva Airyho)Je to dané
vinovou povahou svetla. Difraky kra ok je tym menSi (a tym aj rozliSovacia schop objektivu), im sa
I0 e svetla zbiehaju pod v&m uhlom.

Difrakcia na konenych rozmeroch otvoru objektivu je (kovym javom aj pri vytvarani obrazi

v mikroskope, kde uuje jeho maximalnu rozliSovaciu schopno$reba poveda e absollitne zv&enie

obrazu vytvaraného mikroskopom, zaldiska jeho vykonnosti a kvality nie je dole ité.

V mikroskopickej technike sa schopnoszozna najmenSie detaily na pozorovanom objekte |sa
obvykle neudava v uhlovom rozliSeni ale pomocoblnggj vzdialenosti dvoch bodov na objekte, ktgeé

eSte mikroskop schopny rozliSiSchéma chodu ldv cez mikroskopicky objektiv, ktory vytvara v tigeu

skutony obraz, je na Obr. 1.15. Minimélna vzdialenawedzi dvoma bodmi objektu emitujacin
nekoherentné monochromatické svetlo (vzdialeryosa Obr. 1.15) najdeme z podmienky, e stredy dvdch
nezavislych difraknych-ohybovych obrazcov, ktoré vznikaju v rovinaitskného obrazu (vzdialenoy )
sa nachédzaju prave vo vzdialenosti definovanejkeatériom Rayleigha. Tato podmienka hovori, ead
body mo no rozliSi, ak im prislichajuce difraké obrazce su vo vzajomnej vzdialenosti tak, e@dst
jedného obrazca bude v tmavom kru ku druhého olarazcvh adom k symetrii obrazcov plati aj obraterje.

Difrak né obrazce su vytvorené ako Fraunhoferova difrakaikruhovom otvore (1).

Obr. 1.14. Airyho difrakny krd ok a vzajomné prekrytie kri kov pri
Rayleighovej limitnej polohe




Na Obr.1.15. je objektiv pre ndzornosakresleny ako zlo eny stym, e medzi jeho dvomeanmi je

rovnobe ny zvazok ldov, preto vzah (1) mé eme napisas tvare
y'= 1,22L q (3)
D

kde p’ je vzdialenos sfokusovania svetelného zvézku do roviny zobrazenipodobnosti trojuholnikov
ktoré vytvara IU iduci stredom zobrazujuaceho objektivu vyplyva wrdipy vz ah medzi vzdialenoami

(laterarnymi rozmermi) na strane obrazovej a predugg, preto mo no pisa

Y
q

o <

— 100!
- 122D (4)

kde p je vzdialenos pozorovaného predmetu od objektivu (presnejSiezfmienom objektive k jeho

predmetovej hlavnej rovine).

A!
tf;:-— Obr.1.15 Schéma chodu liv v mikroskopickom
objektive — difrakcia na jeho otvore
y
> B’

Aby sme nasli vzah medzi vekos ou predmetwy a jeho obrazom v obrazovej rovige budeme

uva ova tzv. sinusovu podmienku chodu ay
nysins =n'y'sins’ (5)

kden, n" su indexy lomu prostredia pred a za objektivordeinlomu prostredia za objektivom a v rovil
zobrazenia je rovny pribli n@=1,0 (vzduch), av3ak v predmetovej oblastné e by asto vasie ako 1,0,
preto e v optickej mikroskopii saasto pou iva imerzia na zlepSenie rozliSovacej pdogti. Sinusova
podmienka, ktoru sformuloval Abbé, musi bgplnena aj pri zlo itych systémoch objektivov, abs
zabezpeilo potla enie ich aberacii. Na zaklade tejto podmienky aéseanim toho, e uhol " je vdy
dostatone maly (vzdialenosq byva obvykle 160 mm i viad) byva niekoko mm) dostaneme vyraz pr

rozliSovaciu schopnosnikroskopického objektivu

ne
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0pY/
nsins

R= (6)
kdeR = ymin je najmensia vzdialenoslivoch bodov predmetu, pri ktorej sme schopny ief&tetifikova , e
sa jednd o dva nezavislé body. Z uvedeného vyraplywa, e rozliSovacia schopnosmikroskopu je

zavisla iba od tzv. numerickej apertary

A=nsins 7)
Potom
061/
R -7
A (8)

Pri odvodzovani vahu (8) sa ztadiska optického brala do Uvahy podmienka vzajom
nekoherentnosti dvoch bodov predmetu, ktoré botoebaé v obraze rozliSiTato podmienka vSak pre dv
vzajomne blizke body (mysli sa vzdialengmrovnatena s vinovou dkou svetla) pri osvetleni svetlon
kondenzora nemusi byuplne splnena. Aj ztohoto dévodu E. Abbe vyslettytvorenie obrazu

v mikroskope na principoch difrakej optiky a interferemého javu.

Pri dopade/odraze svetla na mikroskopickych obfktmezavisle od toho, objekt ma vyrazne
periodicku Struktdru alebo len nepravidelne rozie@edetaily, mdé eme takyto objekt z p@du principov
difrak nej optiky pova ova za subor harmonickych mrie ok s réznymi periodanaplitadami.Pri osvetlen
takejto Struktary vznikd na detailoch objektu dite a difrakciou ,roztriedené” I& vchadzaju do
mikroskopického objektivu. Kvoli zjednoduSeniu sggstavime najjednoduchsi objekt vo forme pravigiel
periodickej mrie ky (Obr. 1.16). Periéda tejto mkg je vtomto pripade zakladnou charakteristike

objektu a rozliSovacia schopnasikroskopu znamena schopnaezliSi im mensiu periddu.

Zvazok paralelnych llov, ktoré prejdd mrie kou sa po prechode objektivaradeli tak, e rovnaké
priestorové frekvencie (t.j. & voi optickej osi pod rovhakym uhlom) sa sustrediahmiskach vySSich
difrak nych radov. Poloha tychto maxim je dan& podmienkou

dsins =m/ (9)

kded je perioda mrie ky a je difrak ny uhol zodpovedajuci difrakému radum. Na optickej osi teda le i

maximum nulového radu (m = 0), maximam prvych radogpoveda difrakny uhol

*tsins, :% , (20)
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Skutoény obraz Clona okularu

Obr. 1.16 Difrakna teéria vytvorenia obrazu v mikroskope

/ pre maxima druhého radu plati

3 : /
tsins, :F (112)

a rovnako aj pre vyssie rady.

Preto e tentokrat predpokladame, e difralé maxima su

y __ =l tvorené vzajomne koherentnymi &mi, vrovine vytvorenia
/N A ohniskova
/] \\ /‘3\\\ vzdialenost’

skuto ného obrazu tieto vinoplochy interferuju vytvarajéek

vrovine opticky zdruenej s predmetovou rovinou,braz
predmetu. Vlastnosti tohoto skut@ho obrazu su teda ené

difrak nymi  maximami vytvaranymi v ohniskovej rovin

Mriezka

objektivu. V tejto rovine, ktord mo no matematiclopisa ako
rovinu, kde nastava difrakcia Fraunhofera, sa \wgvdzv.
spektrum priestorovych frekvencii predmetu. Ztohge tie
vidie , e pre vytvorenie verného obrazu v obrazovej mevie
nutné zabezpé vzajomnu interferenciu lov iddcich od
vSetkych difraknych maxim spektra. Z konstruiého hadiska vSak su difraké uhly, ktoré je schopny
mikroskopicky objektiv zachytj obmedzené do maximalne 70°-75°. Preto aj pre addioaliSovacej
schopnosti objektivu mo no vyu itieto hodnoty. Na druhej strandm menSi je detail objektu tym Ve
su difrak né uhly IGov. Vstupny otvor objektivu je ueny uhlom 2 medzi dvoma krajnymi ltami, ktoré
prichadzaju od objektu ku krajom vstupnej SoSov®ipr(1.17). Ak uhol je menSi ako uhol difrakcie, ktor:
zodpoveda spektram prvého radu (10), potom sa #ooskopu dostanu iba 1& od centralneho maxime
V tomto pripade sa nemd e v rovine zobrazenia wtvabraz mrie ky, ke e nevznikne interferencia
z dvoch difraknych maxim. Takto sa v rovine skut@ho obrazu objavi iba rovnomerne osvetlena plo

zodpovedajuca vé&osti osvetleného objektu. Ak zabezjmee podmienku

sins 3 !’ (12)
d ’

obidve difrakné maxima vytvoria interferenciu a tym aj obrazerky s periédoud. Obraz mrie ky vSak
nebude ,dokonaly“, kee priebeh intenzity v obraze bude harmonicky, pm objekt-mrie ka méa
skokovity priebeh tmavych a prieddnym medzier. Aby sme zabeziievernejSi prenos v obraze predmet

musime zvasi uhol, pod ktorym vidno predmet-mrie ku a preni¢ak vysSie difrakné rady.
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V pripade, e sa medzi predmetom a prvou SoSovKyekbivu nachadza prostredie s indexom lor
odlisnym od vzduchun(= 1,0), svetlo difragované za mrie kou sa budé Jrostredim s indexom lomu
avinova dka tohoto svetla sa skrath — nasobne. Vtedy podmienka pre rozliSovaciu schspbude

nasledujuca

/

d =R=—
MIN nsins

(13)

Tento vzah plati presne za predpokladu, e objekt bol dewgtrovnobe nymi zvazkom v smere optick
osi. V praxi sa vSak vo svetle kondenzora vyskymrjana as U ov, ktoré sa Siria va optickej osi pod
uhlom. Ak osvetujdci Il dopada pod uhlom k osi mikroskopu a difraguje pod uhlom , pre podmienku

difrak nych maxim plati
. . /
sins ¢ sins = ma . (14)
Z tohoto vzahu a podmienky, aby cez objektiv presli prvé aéndifrak né maximum, dostaneme vysledr

vyraz pre definiciu rozliSovacej schopnosti mikrysi poda Abbeho

R = 05/ =0,5/
nsins A ' (15)

Ako je vidie , aj v pripade koherentného svetla sa rozliSoveci®mpnos t.j. minimalna vzdialenosmedzi
dvoma bodmi, ke sa tieto zobrazia ako oddelené, je prakticky r&ana vyrazmi (6) resp. (8) pr:

nekoherentné osvetlenie.

Vz ahy (6), (8) resp. (15) ukazuju, e pokiaeberieme do Gvahy mo nowyu itia kratSej vinovej
d ky, ktora je znane obmedzena tym, e pouivame biele svetlo, nuok&iapertdra je vlastne jedin
parameter, kde mo no dosiahntechnické zlepSenie. Mikroskopicky objektiv vytz&braz tak, e snime
ku e svetelnych lbov vychadzajucich z ka dého bodu predmetu. Rozhiekatohoto ku e a svetla ma
teda kU ovy vyznam (Obr. 1.16). Pojem numerickej apert@ry jmikroskopii ki ova veliina, od ktorej
zavisi rozliSovacia schopngshbka ostrosti a svetelnosobrazu. VaSia numericka apertira znamel

va Siu rozliSovaciu schopno®bjektivu, ale tie menSiu bku ostrosti.

Ke e technicky nie je mo né zkonsStruovamikroskopicky objektiv tak, aby zachytil s@dlivo aj
IG e iduce pod uhlom = 72°, hodnotu numerickej apertiry mo no z8& iba pou itim tzv. imerzie, t.].
kvapaliny s indexom lomu va8im ako vzduch (Obr. 1.18). Na tentoelisa s uspechom pou ivala ¢

destilovana voda, jej index lomu n = 1,33 je vSe&inako index lomu imerznych olejov. Donedavnanase
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pou ivany cédrovy olej mé index lomu n = 1,51, diesny synteticky olej ma index lomu n = 1,515. Je
mo né pou i aj monobromnaftalén s vysokym indexom lomu n 6 lidory vSak je zdraviu Skodlivy.

LN | NA=025

26

Obr. 1.17 Vysvetlenie pojmu numerickej apertary gva rozne

VSN
' mikroskopické objektivy
Q NA = 0,75
e T
|
i

vzduch olej
NA=0,95 NA=14
72° 67°

Obr. 1.18. Pou itie imerzie a chod ldv osvetlenia predmetu

Pri aplikovani imerznej kvapaliny nielen zvySujememerickl apertiru ale zisklavame alSie
vyhody. Pri suchych objektivoch bez imerzie pritosinkrycieho sklika negativne vplyva na veiinu
sférickej aberacie. Ztohoto dbévodu napr. je patéeldodra hribku krycieho sklka taku, aby
zodpovedala hodnote, pre ktoru je objektiv naviandé Sinou je to hribka 0,17 mm alebo v rozsahu 0J15
— 0,20 mm, tato hodnota byva na objektive uved&naapriek tomu, e pou ijeme spravnu hrubku slka,
na jeho hornej stene a na vstupnej ploche SoSdvjektivu nastava silny lom ldv. Nie je to iadlce u aj
kvéli vznikajucemu totdlnemu odrazu na hornej pkckkli ka, ktory zaprii uje parazitné reflexie.
V pripade tzv. homogénnej imerzie, kea index lomu imerznej kvapaliny pribli ne roviédexu lomu skla
(tj. n 1,5), hrubka krycieho sklka ani zbytoné reflexy nemajua vyznam a podporuju tak dosialeniti

lepSej rozliSovacej schopnosti mikroskopu.

Maximalnu hodnotu rozliSenia optického mikroskopo mo dosiahnu ak pou ijeme modré svetlo, poton

pri numerickej apretire A=1,4 mikroskop rozliSi 2000 nm.

Zo vz ahu (5) je stasne vidie, e dosiahnutena rozliSovacia schopnosptického mikroskopu nie je

ovplyvnite na pou itym zvaSenim dvojkomponentného optického systému.




Zo vz ahu (6) tie mo no odvodi, aké zvaSenie musime pou ipri okuléri, aby detaily, ktoré je schopny
rozliSi dany objektiv s numerickou aperturAubol schopny pozorovateozliSi okom cez okular.

Je zname, eudské oko spahlivo rozliSi dva Ide idace pod uhlom asp@®™ a 4" t.j. 0,15 mm resp. 0,2¢
mm vo vzdialenosti 250 mm. Aby ich oko rozliSila mystupe z mikroskopu musia ikl e aspo pod

takymto uhlom. Zo vzahu pre rozliSovaciu schopnos

(015- 029)mm _ (015- 029A '\, 4 000a
R 061.0,0005 (16)

kde hodnota = 0,0005 mm je vinova &ka zeleného svetla. Odtieo plynie, e nem& zmysel pou iva
va Sie zvaSenie ako 500+1000 x A (Abbé) lebalSie podrobnosti sa nerozliSuju, ale naopak Zwj@ sa
neostros obrazu dana ohybovymi javmi. Tomuto z8éniu sa hovoru ito né zvaSenie.Jeho veliina
pod a (9) je zavisla iba od hodnoty numerickej aperfioy it€ho objektivu, preto prakticky sa nastavije
vhodnou vobou zvasSenia okularu k prislusnému objektivu. Ke realne technické rieSenia nedouf
skonsStruova objektivy, ktorych numericka apertura by bola 8&id ako A=1,4 aj s imerznou kvapalinof,
maximalna dosiahnutea rozliSovacia schopnosoptického mikroskopu aj pri pouiti modrého svetla
( =400-450 nm) je

R 200 nm.

Na mikroskope s kvalitnou optikou je mo né skute takuto rozliSovaciu schopnodosiahnu, o sa da

otestova na vybranych vhodnych objektoch, ktoré slu ia eatd Uel ako etalony.

Numerickej aperture A = 1,4 zodpoveda u i@ zvasenie poda Abbého najviac cca 1500 nasobrié,
t.j. pri pou iti 100 ndsobne zvaujuceho objektivu s imerziou je potrebné valkular so zvéSenim 15 x.
Niekedy sa uvadzaju maximalne vyu ite¢ zvasSenia optického mikroskopu 2000 x i 2500 &, su vSak
hodnoty, ktoré vyu ivaju osoby so slabym zrakomekédy su takéto zvaenia u ito né pri pozorovani

v tmavom poli malychastic pod hranicou rozliSenia (tzv. ultramikrosk)pi

RozliSovacia schopnosmikroskopu je len jednou z dole itych charaktdkistktorymi mé eme
kvantifikova kvalitu zobrazenia. alSim dole itym faktorom jekontrastnos vytvoreného obrazu Tato
sa d& definovapomocou veliiny kontrastu, o je vekos rozdielu medzi ,najtmavsimi“ a ,najsvetlejSimij

bodmi normalizovana najvéou intenzitou

tmavy- svetly
tmavy+ svetly

kontrast= (17)




kde ,svetly znamena hladinu ,®rnania“ (t.j. najbledsi odtiesivej) najjasnejSieho pixelu sledovanél

detailu obrazu atmavy je najtmavsi pixel zobrazovaného detailu. Hodrkaatrastu 1 znamena najlepsi

prenos kontrastu, pri kontraste O nerozliSime &dietaily obrazu. Modulad prenosova funkcia je
charakteristika, ktord opisuje, s akym kontrastampgenasaju vysSie priestorové frekvencie (t.j. $reer
detaily predmetu) vo tym detailom, ktoré su v priaom smere v&ie — maju mensie priesorov
frekvencie. Vo vSeobecnosti plati, e vySSie puesté frekvencie sa prenasaju — zobrazuju s mer
kontrastom. Mikroskopicky objektiv s eu rozliSovacou schopnasu nielen rozliSi jemnejSie detaily, al
spravidla je schopny zobrazovaj detaily strednej vé&osti s lepSim kontrastom. Kontrastny obraz
subjektivne javi ostrejSi ako obraz stym istym ligenim ale menSim kontrastom. Kontre
mikroskopického obrazu je vSak ovplyvneny nielerapgetrom rozliSovacej schopnosti objektivu. Najvi
na kontrastny prenos vplyvaju faktory ako su rolgptg svetlo z okolia ale aj parazitné odrazy nahdch
SoSoviek mikroobjektivu, ktorych povrchy by mali byokryté kvalitnymi antireflexnymi vrstvami. Veni

astym faktorom zhorSujucim kontrastnoprenosu mikroskopického obrazu je nespravne nasiav
osvetlenia objektu pri pozorovani, nevhodnym zawodtn a vobou clonenia kondenzora pre dany t
objektu. Niektoré objekty s samotné s nevyrazngmitastom ich detailov a tie farebnych odtie, preto
tieto objekty zvla$ vy aduju spravne podmienky osvetlenia, pripadnel fg niektorého z principov
zlepSenia kontrastnosti obrazu pomocou vhodnéhebifeho filtra alebo tzv. fazového kontrastu, metc

tmavého poa, i Hoffmanovho modulaného kontrastu, o ktorych sa hovori alSom texte.

Inou dble itou kategoriou, ktora wmje kvalitu zobrazovacich schopnosti mikroskopuhjbka
ostrosti. Mohli by sme ju definova ako rozsah vzdialenosti predmetu od objektivu oliokoviny
najlepSieho zaostrenia, kedy pozorovany obraz jée stSte dostatae (subjektivne) ostry. Na zaklac

difrak nej teérie mo no odvodipre tento rozsah zaostrenia nasledujuci vyraz

n/
2A?

(18)

kden je index lomu pou itej imerznej kvapaliny.

Pri pozorovani objektu okom, okrem tejto difrak definovanej lbky ostrosti, mbé eme eSte
uva ova o tzv. akomodanej hbke ostrosti a geometrickejltke ostrosti. Obe tieto velny su vysledkom
akomodanej schopnostiudského oka, ktoré i pri pozorovani cez okular wskopu moé e akomodova.j.
.preostrova“ do ur itej miery rovinu zaostreniap v konenom dosledku vedie k utému zvasSeniu hbky
ostrosti. Tieto veliiny su zavislé od viditamého zvaSenia mikroskopu resp. aj od jeho numerickej apgrti
v mikroskopickej praxi vS8ak najma pri pouiti \&ch zvaSeni avaSich numerickych apertar hr

dominantnu ulohu difrakne definovana velina poda vz ahu (18).
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Vo vz ahu (18) je treba si vSimnilvyrazna zavislos h bky ostrosti od numerickej apertary objektifu-
im je vasia hodnota numerickej apertdry, tym menSia jgk& ostrosti naviac, rozsah zaostrenia Kkl
s druhou mocninou apertary. Znamena to, e prkyeh zvasSeniach je zaostrena len tenka rovina objel

im sa straca aj priestorovy efekt pri pozorovani.

Pre realne podmienky napr. pre zelené svetlo %50 nm) mo no zisti:

D m
D m
D m

Na druhej strane, tato vyraznu zavisloso no vyui . Pri spracovani mikroskopickych obrazov sa dr
vyu iva algoritmus, pomocou ktorého mo no vytvombraz s vekou hbkou ostrosti tak, e sa zaznamer
séria obradzkov pre rb6zne hladiny zaostrenian sa ziska informacia aj o najmenSich detailc
v jednotlivych rovindch zaostrenia. Takto, pomocdigitdlneho spracovania obrazu, dostaneme .
rekoStrukciu objektu, samozrejme v prijatem rozsahu lbky objektu. Inym dole itym vyu itim prudkej
zavislosti intenzity svetla v okoli roviny zaosti@ifktora vyplyva zo vzahu (18)) je princip konfokalneh

mikroskopu, kde sa pomocou fotodetektora a vhodioey h ada prave rovina najlepSieho zaostrenia.

Trocha odliSne musi bydefinovana tbka ostrosti pri snimani obrazu pomocou CCD matrdsy
sme naSli rozsah Ibky ostrosti pre rozliSenie takéhoto detektora,limv® geometrické ,rozmazanie
vplyvom kénusnosti svetelného zvazku, ktory snimiroskopicky objektiv, veké ako rozmer jednéhc

prvku matrice - pixelu. Potom z geometrickych rélagplyva vyraz

— 2Woy,
mA

Dz (19)
kde wpx, je Sirka pixelu CCD matrice ra je zva Senie obrazu mikroskopu. Po dosadeni realnych ho
rozmerov prvkov CCD matric (5 — 10m), zvaSeni objektivov aim prislusnych obvyklych hodn

numerickych apertur, dostaneme nasledujuce rozzabstrenia (pri vekosti pixelu CCD 10 m)

D m
D m
D m

0 su hodnoty pribli ne rovnaké ako pre difraki podmienku (18).
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1.10 Zorné pole mikroskopu

Zorné pole mikroskopu moé me definovako rozmer pozorovanej oblasti v rovine objektiork je
naraz viditeny pri pozorovani okularom. Vkos zorného paa je urena hlavne priemerom zorného pp
ktoré je schopny zachytia spravne zobraziokular a zvéSenim prislusného objektivu. Hodnota tohc
rozmeru v mm byva priamo uvedena na telese okujéarap spravidla priemer jeho vstupnej SoSovl
Obvykle je to priemer 20 mm resp. 22 mm pre dnesrokouhlé okulare so zvaenim 10 x a 10 mm pr
okulére so zv&enim 20 x. StarSie typy okularov mali spravidlan&igriemer, ktory boli schopné zachyti
Priemer zorného pa v mm v rovine pozorovaného objektu, pre mikroskepbjektivmi korigovanymi na

kone nu vzdialenos, vypo itame poda jednoduchého vahu

(20)

kde 2y je priemer zorného pe okulara uvedeny na jeho teleskl@s je zva Senie objektivu. V pripade, e
sa pou iva objektiv korigovany na nekone (infinity corrected) spolu s prislusnou tubusodmSovkou,

vz ah (20) prejde na vyraz

2y
2y =—— (21)
MogMr

kde M1_ je zvaSenie tubusovej SoSovky, ktoré sa wyipe z jej ohniskovej vzdialenosti tak, ako z&énie

lupy.

1.11 Osvetlenie objektu v optickej mikroskopii

Kvalita zobrazenia v optickom systéme mikroskopawigi v podstatnej miere aj od sposo!
osvetlenia pozorovaného objektu. ¥Wé zvaSenia obrazu v mikroskope spdsobia, e svetlo saprestrie”
po ploche obrazu a osvetlenie vkadom bode klesmdruhou mocninou zvaenia obrazu. Pretc
mikroskopické objekty pri pozorovani vy aduju spidla intenzivne osvetlenie. Pomécka znama
starSich mikroskopov — otné zrkadielko smerujuce okolité svetlo cez transmany pozorovany objekt, je
iba nedokonalou nahra kou osvevacieho systému a nedoka e dostam sustredi svetlo a vytvori
vhodny diagram osvatjluceho zvazku. Pre dokonaly kontrastny obraz j@éokrem dostatmej intenzity

svetla a farebného spektra vytvomj vhodny diagram nasmerovania osugicich It ov. Jednym zo

(0]
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zakladnych predpokladov je, realizovasvetlenie vo forme ku & svetla, ktorého najvai uhol dosahuje

numerickd apertdru pou itého objektivu.

\/\/

20 Obr. 1.19 Ku e svetla osvetujlci objekt a vyu ivajuci maximalnu numerickd
apertdru objektivu

Tym sa zabezpé aby sa vyu ila kvalita a rozliSovacia schopnéenkrétneho objektivu, ktory mus

vytvara obraz aj s lGami idlcimi pod najvaimi uhlami.

S pomocou mikroskopu mo no pozorovapriezrané inepriezrané objekty. Poda Uelu
a Specialnych po iadaviek jednotlivych druhov migkopickych systémov existuje nielko zakladnych
spbsobov osvebvania v mikroskopii:

osvetlenie prechadzajucim svetlom
osvetlenie odrazenym svetlom
pozorovanie v priamom svetle (svetlé pole)
pozorovanie v rozptylenom svetle (tmavé pole
bo né osvetlenie

Sikmé osvetlenie

osvetlenie pre fluorescaml mikroskopiu
osvetlenie pre fazovy kontrast

osvetlenie pre interferenciu

10 inverzné osvetlenie

11. osvetlenie pre stereomikroskopy

©CoNoOOA~®ODNE

Moderné mikroskopy maju obvykle zabudovany sveteldsoj, ktorého intenzita sa da regulov.

v Sirokom rozmedzi. Dnes najbe nejSim zdrojom sveth wolfrAmova a halogénova iarovka. Spravidla

pou ivaju nizkovoltové iarovky svykonom 20-100 W.asto sa vyu ivaju Specidlne upravené tzyv.

mikroskopické iarovky (Obr. 1.20).

Obr. 1.20. Druhy vlaknovych iaroviek pou ivanych v
mikroskopii
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Dnesné halogénové iarovky, ktoré svietia 2 a ratkntenzivnejSie ako wolfrdmové, maja ivotnos
1000 — 2000 hodin. Mikroskopické iarovky maju okig vhodne zvoleny tvar svietiaceho vidkna tak, eby

sa zabezpdo po adované osvetlenie objektu.

Wolframové iarovky maja tzv. farebnu teplotu vzsahu 2200 Ka 3400 K, pod toho aké

zvolime napdjacie napatie, ktoré vSak na druhenstiovplyvuje ivotnos iarovky. Farebna teplota je

A4

farba svetelného spektra, kde je sustredené maximarenia iarovky pri danej teplote vlakna. Tent
parameter je veni déle ity pri snimani mikroskopickych obrazkov ferebny film alebo digitalny zdznan
V zavislosti od spektralnej citlivosti filmu — dé&tera je asto potrebné upravifarebnu teplotu” spektral
pou itim farebnych koreknych filtrov. Halogénové iarovky su v tomto smevenie o vyhodnejSie, ke e
va Sinou pracuju s v&ou pracovnou teplotoup napomaha k tomu, e farebny prenos na film jesbli
realnej skutonosti. S vyu ivanim CCD kamier a fotoaparatov péshlfarebnej teploty ustupuje \&nou
do pozadia, preto e digitalizované fotografické mamy je mo né farebne korigovari ich poita ovom

spracovani.

Niekedy sa ako osvatjuce zdroje pou ivaju vybojky — ortové alebo aj xenonové. Su to wa
intenzivne zdroje vhodné najméa pre niektoré Speeidruhy mikroskopie, predovsetkym pre fluoresoén
mikroskopiu. Ich prednosu je aj relativne maly rozmer oblasti svietiacettdika, ktory je bli Sie
k kvdzibodovému tvaru arozmerom vyhodnym pre @gtisystém kondenzora. Zddiska praktickej
vyu ite nosti, oba typy vybojok vy aduju Specialne napagaai stabilizané elektrické zdroje s pomerni
ve kymi prudovymi zaa eniami, preto vasSinou sa s nimi streteneme iba vo fluoresogoh aplikaciach.

Doba ivotnosti vybojky je cca 200 hodin, vykon 200 W.

Okrem toho, e vekl as energie vy aruje v ultrafialovom pasme (Obr.1.2% ortuova vybojka da
s vyhodou pou iva aj ako monochromaticky svetelny zdroj. Jej spektije vyrazne iarové a pou itim
vhodnych interferemych filtrov mo no odseparovajednotlivé monochromatické farebnéry. Takéto
zdroje su vhodné napr. pre interfered mikroskopiu. Xenonova vybojka ma spojitejSie kipem,

intenzivnejSie svieti vo vidit@ej oblasti.

Okrem tychto klasickych svetlenych zdrojov eju dnes prenikado oblasti mikroskopie aj
laserové svetelné zdroje. Tyka sa to najma ichitiguivo vyskumnych laboratériach, kde stale vysokaa
najma Speciélnych druhov tychto zariadeni,Sudou je drohoradym faktorom. Laserové zdroje peadsgu
ve mi intenzivny monochromaticky koherentny a bodoudyoz Tieto vlastnosti dovaiju Specialne presne
Lvarovanie* osveujuceho zvazku, ale aj vyu itie koherentnosti saetl jeho polarizovanych vlastnosi.
Impulzné laserové zdroje okrem toho poskytujuividasickym zdrojom mimoriadne vysoké vykony (b

viacero radov) a daju sa preto efektivne vyunapr. vo viacfoténovej fluorescemej mikroskopii, kde




mo no realizova aj asovo rozliSenu spektroskopiu. Okrem impulznyckrias sa asto vyu iva argbnovy
laser pre jeho pristupnos relativne Siroky rozsah spektralneho zlo eniatlsv Vyu iva sa pribli ne 10
spektralnych iar — od fialovej farby a po zelenéary 488nm a 514 nm.

Ortut'ova vybojka
Obr.1.21. Spektrum vy arovania vysokotlakej oduej
vybojky

intenzita a.u.

vinova dizka nm

1.12 Osvetujuce kondenzoroveé systémy a metddy kontrastovan@brazu

V mikroskopii sa spravidla pozoruju predmety, ktorkastné svetlo nevy aruju (s vynimkol

fuorescennej mikroskopie). Aby sa vyu ili optické vlastnostibjektivu, musi osvetijlci zvazok pokia
mo no zaplni apertdrny uhol objektivu,0 plati rovhako pre prieadné ako aj odra ajuce objekty. Vhodrly
ku e svetla, alebo ku eovy prsteneci bo né Sikmé osvetlenie, zabezpg opticka sustavkondenzora
Kondenzor upravuje zvazok svetla od svetelného jadtak, aby bol preparat osvetleny s nafdi
intenzitou a stasne, aby ku esvetla mal potrebny vrcholovy uhol. Priklad poafych kondenzorov je nil
Obr. 1.22.

Obr. 1.22. Klasicky" a moderny typ kondenzorovémiického
systému

Aplanaticky-
Hbbe Achromaticky




Kondenzorovy systém je na telese mikroskopu upewriek, e sa da pohybom v optickej o4i

mikroskopu dosiahnut optiméalne osvetlenie prepasatasto sa cely systém da justovak, aby bola jeho
optickd os zosuladena s osou objektivu. Optickyésygie zahruje vstavanu irisovu clonu, sluiacu n
regulaciu apertarneho uhla svetelného ka.ePre realizaciu metddy pozorovania v tmavom @b, aj pri

fazovo kontrastnom mikroskope, sa do tegisti umiestuje prstnecova clona.

Zmena numerickej apertary t.j. vrcholového uhla&a svetla sa nastavuje irisovou clonou, ale
asto odklopenim hornej SoSovkyy je typické najmé pri klasickom Abbeho kondenzdvestavovanie
irisovej clony sa robi skusmo, p@obrazu v objektive mikroskopu, zni enim apertsmynapr. asto zlepsi

kontrast obrazu. Uzatvaranim kondenzorovej irisal@jy sa vSak nema regulovasvetlenie obrazu.
Na kondenzore su obvykle uvadzané maximalne agertar 14 12 0,8

Pri ve kych zvaSeniach je nutné vyu ivamaximélnych hodnét apertary kondenzora. Pri péu
imerznej techniky sa odporé, okrem zaplnenia imerznou kvapalinou priestorudzndiornou stranou
krycieho sklika a frontalnou SoSovkou objektivu, aplikovienerzna kvapalinu aj zospodu, medzi horn
SoSovkou kondenzora a spodnou stranou podlo néliokak Takyto postup nielen zlepSuje pomery f
zabezpeenie dostatme vekého uhla osvetijuceho kénusa ale zni uje potencialnu mo nosytvarania

ne iaducich reflexov i rozptyleného svetla v pozorovanom obraze.

NajznamejSim typom kondenzora bol Abbeho konderi@dor.1.22). Sklada sa z dvoch SoSovie
pri om opticky systtm umouje dosiahnu aperturyA = 1,2 — 1,4 simerznou kvapalinou. Ohnisko

vzdialenos byvaf = 11 mm.

Moderné kondenzorové systémy su podstatne zlodte

viacSoSovkoveé systémy. Su vyp@ané tak, aby spali po iadavky

objektiv na achromatické alebo achromaticko-aplanatické gkeenie
objekt aberacii. Pouivaju sa aj pankratické kondenzorior&k maju
g condenzor plynuld zmenu ohniskovej vzdialenosti a hodnoty etokej
-9- apertury.
— aperturna clona

filter

—  +— kolektorova clona

Obr. 1.23 Opticky systém pri Koehlerovom sposodeetienia
@ svetelny zdroj
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Pre zabezpenia spravnej funkcie kondenzora a rovhomernéhettesia v rovine pozorovaného preparétu
musime poui vhodny SoSovkovy systém sustrgici svetlo zdroja. Najviac pou ivanym osveficim
systéemom v mikroskopoch je Koehlerov systém (OBB).Zdroj svetla — mikroskopicka iarovka sa
s pomocou SoSovky kolektora premieta do rovinyourgg apertarnej clony kondenzora. Opticky syst¢m

kondenzora premieta aperturnu clonu do zadnej kbwes roviny mikroskopického objektivu. Zi

A =4

mikroskopickym objektivom sa svetelny zdroj - vlékrarovky zobrazi v rovine clony mikroskopickéh
objektivu. Kolektorova clona je umiestnend tak, ahyjej obraz premietal optikou kondenzora do rpv

predmetu, im sa zabezpé rovnomerné osvetlenie pa v oblasti pozorovaného predmetu. Ak zmenl'IEe
priemer tejto clony, zmeni sa priemer osvetlenéggtbv rovine predmetu, pritom sa vSak zachovatape
kondenzora. Tym je umo nené jednoduché regulovarseetujucej apertary, ale asto aj potlaenie
ne iaddcich reflexov v obraze. Osvaejuci systém je naviac univerzdlny amono ho vyai

s mikroskopmi réznych apertur.

Nepatrne modifikovany systém sa pou iva aj na dewé odra ajucich nepriefadnych predmetov

najma v metalografickych mikroskopoch a mikroskdpoa Uely mikroelektroniky.

1.13 Metody pozorovania v svetlom a v tmavom poli

Ve ké mno stvo objektov, ktoré st predmetom mikrosk&pho pozorovania su transparentné algbo
iasto ne transparentné preparaty. Tyka sa to najma midaghickej praxe, ale aj mnohychalSich oblasti

(krystalografia, granulometria, profilprojekcia).

mikroskopicky

objektiv
N
Obr. 1.24 Chod svetelnych ldv cez transparentny objekt pri metode
preparat svetlého poa
kondenzor

Zakladnym principommetody svetlého poa je podmienka sustredi vSetko nerozptylené
(nedifragované) svetlo do objektivu (Obr.1.24). tbespOsob osvetlenia sa da vyu&j pre odra ajace

nepriehadné objekty. Kontrast obrazu, ktory je potrebny sime rozliSili jednotlivé plochy, hrany a detaily




predmetu, sa vtomto pripade vytvara na zakladeejéamplitidovej priepustnosti tychto detailove tia
zéklade roznych farebnych odt@s predmetu. Pozadie obrazu pri pozorovani je waomripade

presvietené.Je to najbe nejSi spésob mikroskopickEzorovania.

Mikroskopickd Struktira mnohych predmetov, u biologickych alebo aj metalografickych)
vy aduje sledovanie najjemnejSich detailov. Pri éuet svetléeho p@ mno stvo svetla, ktoré vnika do okz
pdsobi rusivo a najmensie Struktary su zle vidiéedy je vyhodnejSie pou ipozorovanie v tmavom polj
pri ktorom sa vyu ivaju lUe difuzne odrazené od objektu. Podstata pozorovati@avom poli spdva
v tom, e predmet osvetlujeme Sikmymi Ami tak, aby priamo prechadzajluce alebo zrkadloy@zaené
0 e nevnikali priamo do objektivu. Ak dopadnu Sikmiéel na nejaku drobnu Struktdru objektu, lomia jsa

a rozptyuju a ich as sa takto dostava do zorného @mbjektivu. Jemna Struktara predmgsho hrany,

mikroskopicky
objektiv
» ,4
; Obr. 1.25 Chod svetelnych lgv pri metéde tmavého pa

preparat

~— kondenzor

—_— e~ ,

S prstencova
clona

bodové detaily a nehomogenity potom intenzivneiaiana tmavom poli. Plati pritom,im jemnejSia
Struktura, tym intenzivnejSi rozptyl svetla a dobrdite nos na tmavom pozadi. Ak objekt chyba, &l

ktoré idu z osvetjuceho systému sa do objektivu nedostanu a zareésp javi celé tmave.

Pre osvetlenie objektov v metéde tmavéhoape potrebné pou i kondenzor, ktorého numerickia
apertdra je rovna alebo \&a ako numericka aperttra pou itého mikroskopickélvjektivu ( A Aos).
Pozorovanie metdédou tmavého posa uskuto uje pri jednostrannom alebo kruhovom osvetleni. Na
Obr.1.25 je ukdzand schéma kondenzora tmavéha pokondenzore sa pou iva prstencova clona s takym
priemerom, e stredny kruh clony prekryva svetebok zodpovedajuci apertire objektivu mikroskorlfj
Priame nerozptylené (nedifragované)dimusia dopadnudo objektivu. Pri realizacii tejto metdédy najnia
v starSich mikroskopickych pristrojoch sasto vyu ivali Specialne tzv. kardioidné (alebo gd@oloidné)
kondenzory, ktoré boli schopné s vyu itim Specidlndrisenej optiky vytvori prstencovy ku e svetla
s potrebnym uhlom llov. Spravna funkcia osvefjuceho systému sa zabezpdokonalym vycentrovanin

a zaostrenim kondenzoru na rovinu predmetu.




Obe metdédy osvetlenia objektu sa vyuivaju aj prikmskopickom pozorovani objektoy
v odrazenom svetle. Metdda svetlého p@a realizuje pomocou tzv. episkopickych objektivap su
objektivy pre pozorovanie v odrazenom svetle. Zqvake v rovine predmetu sa osuge svetlom, ktoré
prechadza episkopickym objektivom po odraze podgustnym zrkadlom v tubuse a osugt objekt. Tym

istym objektivom sa potom cez polopriepustné zrxadljekt mikroskopicky pozoruje.

Realizacia tmavého pa na odra ajucich predmetoch je komplikovanejSiay aduje Specialne

objektivy, ktoré maju okolo zobrazujucej optiky upeny skleneny prstenec.

Tento opticky prvok sla i na usmernenie svetla pa@aw vnatorného totadlneho odrazu prstencove
zvazku dopadajuceho zhora do oblasti predmetueisty zvazok je vytvoreny clonou-medzikru im r
svetelnom zdroji a odrazeny v tubuse Specialnymtiekym-prstencovym zrkadlom. Osvajlice lae
dopadaju na predmet pod uhlom §iin ako je maximalny uhol numerickej apertary otipgk preto lue
zrkadlovo odrazené od plochy objektu sa do objektigdostanu, vidime tak iba rozptylené svetlo. Tak
Specialne objektivy spolu s vhodnym osvetlara sa asto vyu ivaju v metalografickych mikroskopoch.

1.14 Metdéda fazového kontrastu

V optickej mikroskopii, najma sa to tyka biologiakyaplikacii pri pozorovani objektov na prechi
svetlg sa z optického fadiska vyskytuju dva rézne druhy objektov. Prvymich su amplitidové objekty
v ktorych sa prechadzajuce svetlo v rbéznydstiach rézne pohlcuje, pripadne prechadza adotais
s roznymi farbami. Takéto objekty spravidla vyteovi mikroskope dostatoe kontrastny obraz dowgjuci
rozliSova aj najjemnejSie detaily predmetu. Tento princifer@incovanej amplitidovej priepustnosa

asto vyu iva aj pri priprave niektorych preparatétoré sa nasycuju roztokom s farbivom, aby asti

objektu navzajom liSili priepustnasu svetla.

Existuje vSak veka trieda objektov, ktoré su takmer Uplne transpa€ena celej ploche pom ich farbenie
nie je vhodné alebo vébec mo né. Obvyklym prikladtakychto mikroskopickych objektov je \&ina

baktérii, ktoré su v&inou priehadné a ich obraz v mikroskope je n@ nekontrastny. Takéto predmety ¢

v optike nazyvaju fazovymi objektami. Su to tedeelpradné objekty s oblaami, kde sa meni index lomii

materialu ich jednotlivychasti, alebo aj ich hribka. Na zlepSenie mo nostigpovania takychto objektoy

navrhol F. Zernike metédu fazového kontrastu. Mskap vyu ivajuci tento princip je na Obr. 1.26.

Kondenzor tohoto mikroskopu ma na svojom vstupéepcovu clonu, ktora vytvara cylindricky svetelr

zvazok. Tento sa po prechode optickym systemomsfmamuje na ku eovity zvézok a osvetije tak
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transparentny objekt. Kee jednotlivé asti fazového objektu sa odliSuju indexom lomas svetla ktoré
preSlo objektom bude difragoviaozptyli sa. Opticky systém je zjustovany tak swetlo ktoré sa na vzorki
nerozptylilo, bude za objektivom mikroskopu prect@dcez tzv. fazovu platnku. Fazova platnka je
kruhova transparentna platka so zabudovanym transparentnym prstencom, ktonéai@rial ma vSak
odlisny index lomu. Hribka a rozdiel indexov lomtstenca a okolitej platrky su nastavené tak, ab
svetlo po ich prechode nadobudlo vzajomny fazowgiel /2. V kone nom dosledku, svetlo prechadzaju
cez prstenec (nedifragované) a svetlo difragovanézajomne prekryju v rovine skuttého obrazu a budt
interferova. Tato vzajomna interferencia rozptylenej a nenflepiej asti svetla vytvori amplitdovy
kontrast, ktory je priamo uUmerny fazovym zdvihomprdda ovanym zmenami indexu lomuasti
transparentného preparéatu.

obrazova
rovina @
difragované
svetlo )
\ fazova

platnlcka

nedifragované
svetlo

]Objektlv Obr. 1.26. Chod svetelnych liv vo fazovokontrastnom
mikroskope

}kondenzor
Ek(é)

Obr.1.27. Ukazuje zlepSenie celkového kontrastuaznbrtouto

metédou pri pozorovani Skrobovychzktoré su transparentné.
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2. Digitalne spracovanie obrazu

2.1 Vlastnosti obrazu

2.1.1 Digitalny obraz

Obraz je dvojrozmerna plocha, z¢a rovina, ktorej ka dému bodu prirajeme nejaku farbu. Na¢
preva ne zaujimaju také farebné plochy, na ktorgoka eme rozoznanejaké konkrétne tvary, ich hranic
zafarbenie, pripadne vzjomné ahy medzi jednotlivymi objektmi na obraze.

Z h adiska prace s obrazom rozliSujeargalogovyadigitélny obraz. Prvy spomenuty je naprikle
obraz namaovany maliarom alebo odfoteny fotoaparatom. Predgtme si ho ako spojitu plochu s
spojitymi prechodmi farieb. Nie je to Uplne pravdajma v pripade fotografie, ale pre jednoduch

mo eme takto uva ova

Naproti tomu digitalny obraz predstavuje reprezeint&kutoného obrazu v pdtai. Poita je
stroj, ktory pracuje sislami v dvojkovej sustave. Preto vSetko,pomocou pdta a tvorime, upravujeme
archivujeme, analyzujeme at musi ma formu suboru isel, ,nul* a ,jednotiek”. Najjednoduchsiz
reprezentacia obrazu v pgta i je pravouhla tabikka isel. Jednotlivé body su najmensisti digitalneho
obrazu, tzv. obrazové elemehty isla st kddy farieb. Ak st bunky takejto takyidostatone malé, u ich
jednotlivo nevnimame a spolee tvoria konkrétnu Struktdru — obraz. Pripominan@resionisticky obraz
v galérii. Ke sa pozerame zblizka, vidime stopy po Stetci. Keak ustUpime, vynori sa z tejt

nezmyselnej mozaiky farebnych macmadherny obraz.
2.1.2 Vznik digitdlneho obrazu — digitalizacia

Na to, aby sme mohli s obrdzkom pracovepo ita i, musime ho transformovalo tvaru, ktorému
po ita rozumie. Ke e po ita pracuje sislami, treba obrazok premenia sustavuisel. Taky proces s¢
nazyva digitalizacia. Pozostava z dvoch krokov:

- Vzorkovanie- rozdelenie obrazku na malésti — obrazové elementy
- Kvantifikacia farby —ur enie farby ka dého obrazového elementu

Tieto procesy prebiehaju napriklad v digitdlnomoggiarate, skeneri,i inom zariadeni pri sniman
obrdzkov. Vzorkovanie je prirodzené, pretoe swatliva elektronicka slastka (ip), pozostava

z mno stva fotodetektorov, ktoré doka u premée dopadajuce svetlo na elektrické impulzy. Fotodetgk

v slangu poita ovej grafiky sa obrazovy bod oznge vyrazonpixel Je to anglick& skratka slovného spojepiature

element”(element obrazu).
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su vasinou umiestnené v pravouhlej sieti a v koren désledku predstavuju obrazové elementy (pixe

vysledného digitalizovaného obrazu.

Kvantifikacia farby je o nieo zlo itejSia. Uka eme si pripadiernobieleho obrdzku. Na dany bc
dopadne uiité mno stvo svetla a Umerne tomu sa tu vytvoriiter mno stvo elektrického naboja, ktor:
potom doka u obslu né obvodyipu vy ita . Mno stvo naboja je umerné intenzite svetla v danbode
po as expozicie. Svetelna energia sa odmeria a v paot@aparatu sa ulo i ako nejakaselna hodnota,
tym mame prakticky ueny odtie ka dého bodu a obrazok je digitalizovany. Na zfskafarebného
zadznamu je potrebné v ka dom mieste zaznamenano stvo ka dej zo zakladnych farieb érvena,
zelena, modra) a zapamata vSetky tri isla. Ako sa to robi, o tom si viac povieme v kalgito digitalnych

kamerach (pozri 2.2).
Vzorkovaci interval, vzorkovacia frekvencia

Vzorkovaci intervald, je vzdialenos dvoch susednych obrazovych bodov vo zvislom als

vertikdlnom smere. Tato hodnota je zaye v jednom aj druhom smere rovnaka, i ke nemusi byv dy
tak. Prevratena hodnota vzorkovacieho intervaloeggva vzorkovacia frekvencia
f, =¥d,

V digitdlnom obraze sa potom stava nag@u priestorovou frekvenciou. V niektorych pripauge
lepSie hovori o frekvenciach namiesto rozmerov. Obraz mé e blgapany ako matematicka funkcia |
dvojrozmernej ploche. Digitalny obraz je navySekoBgnou (nespoijitou) funkciu a preto ju mo no napis
ako nekoneny su et sinusov a kosinusov s roznymi amplitidami avieekiami. Prave tieto frekvenci
nesu privlastok priestorové, preto e sa priamo jiykaiestorovych veliin v oblasti obrazku. Nebudeme
tu o tomto matematickom jave, ktory sa nazyva Fesaxi rad, i Fourierova transformacia, viac rozsirova
Nie o si eSte povieme vasti venovanej Fourierovym filtrom (2.3.2). Momdntje dole ité vedie, e
malé detaily v obrdzku zodpovedaju kgm frekvencidam, a naopak, & detaily malym priestorovyrr
frekvenciam. Najv&ia priestorova frekvencia v snimanom obrazku pesdge najmenSie detaily

informécie, ktoru obradzok nesie. Ak sa teda zauji@a detaily rozmerov x_.., zodpovedda im priestorovi

min ?

frekvencia f musime sa pri vtve vzorkovacieho intervalu riadshannonovou vzorkovacou vetou:

max !

V pripade vzorkovania frekveme ohranieného signalu, bude signal plne eny, ak bude

vzorkovacia frekvencia minimalne dvakrat $@, ako maximalna frekvencia v signafi; 3 2f,__. .

Frekvencia rovna2f  sa nazyvaNyquistova frekvencialomuto kritériu sa da rozumieaj tak, e ak

chceme ma na digitdlnom obrazku zobrazeny nejaky maly obje&sp. ak ho chceme odlisdd inych

podobnych objektov, musi sa vtesmajednom rozmere aspodo dvoch obrazovych bodov (v oboc
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smeroch sU to minimalne 4 body na najmensi roeligjt detail). O tom, ako suvisi vzorkovaci interv
(ve kos elementu snimacieho prvku kamery) s rozliSovacolognosou sustavy mikroskop-kamer

piSeme v asti 2.2.4.

Vzorkovanim pod Nyquistovym limitom vznika vzork@ia chyba, ktord sa v repo ita ovej

grafiky nazyvaalias.
Vzorkovacia chyba —alias

V obrazku, ktory sa rekonstruuje z digitalizovanéhéznamu nasnimanom pri nesplnenc
Nyquistovom limite objavuju nizkofrekvené obrazce (t.). javy v&ich rozmerov), ktoré v povodnor
obradzku neboli. Dochadza k interferencii frekvengiggdvodnom obrazku so vzorkovacou frekvenci
digitaliza ného zariadenia. Tento jav je v optike znamy ako tmoiré efekta vyuiva sa na meranie
deformacii povrchov a zmien optickych vlastnostigiredi. V digitalnej grafike vSak spb6sobuje prahbféa
a ko sa odstrauje. S aliasom sa md eme stretngri sledovani televizie, ak sa kolesa iduceha &wia
proti smeru jazdy. V tomto pripade ideasovy alias

Tento neiadlci jav mono potla u pri snimani obrazku. Proces potiia aliasu sa nazyvi
antialiasing Jednou z mo nosti, ako to urolje odstrani z pévodného obrazku vyssie frekvencie tak, ¢
sme sa so vzorkovacou frekvenciou dostali nadNgquistov limit Tato metdda vSak v pripade praktické
snimania obrazu vytvoreného optikou mikroskopu j@emo na. M6 eme sa teda pokusizva Si
vzorkovaciu frekvenciu, pripadne poupri snimani viacbodové vzorkovanie. Znamené tsusedné body
sa nejakym spdsobom spoja do vysledného obrazdvétho na zaklade nejakého matematickéhaha.
Prakticky tym prideme o rozliSenie, ale vhodne emol metddou va eného priemerovania jednotlivy

asti vysledného obrazového bodu mo no alias vyraotia i .

2.1.3 Farebné priestory

Druhym stupom digitalizacie je urenie (kvantifikdcia) farby. Na kady svetlocitlivibod
snimacieho zariadenia dopadéa svetlo, ktoré ma gked@k odozvu v elektronickych obvodoch snima
Farebny odtie obrazového bodu je akymsi priemerom celkovéhadlavktoré dopada na plochu jednél
bodu snimaa. Tu je mo no pomenovanie ,bod“ zn& nepresné, ale vyjadrujeme tym prakticky c
pl6Sku, ktora snimazaberd a z ktorej zbera svetlo, a kemenSia Struktdra sa v nasnimanom obraze

nevyskytuje, nazveme habrazovy bodalebopixel. Va Sinou su snima organizované tak, e ka dy ,bod’

pozostava zo Styroch sninta — jeden pre modrd, jeden prervenu a dva pre zelenu farbu. Prakticky|

nad poom snimaov umiestnenyBayerov filter ktory ma takito geometriu. Z takéhoto zariadaskame
trojzlo kovu farebna informéaciu: mno stvoervenej, zelenej a modrej farby v danom bode. Takgtebny

model sa nazyv&®GB (Red — errvena,Green — zelenaBlue — modrd). Existuju aj iné farebné mode
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ktoré sa vyu ivaju v roznych pripadoch. Napriklathk sa pracuje s farbami pri snimani obrazkow jpra
ich spracovavani, inak pri zobrazovani na moniparéta a, inak pri prenose televiznym signalom a odli¢
je aj situacia, ak obrazok tliame na farebnej tlaarni. Rozdiel je narpiklad aj v tom, ako pracujaami
po ita a ako ich subjektivne vnimameadskymi zmyslami. Koéli tomu vzniklo niekko reprezentacii fariek

a tie najpou ivanejSie si teraz stne opiSeme.

RGB

Tento model je zalo eny na zmieSavani farieb. Akpsitomné vsSetky zlo ky (ervena, zelena
modrda) v maximalnej mo nej miere, dostavame biedtbtl, ak nie je pritomna iadna zo zlo iek, man
iernu farbu. Farba je tu wna trojicou isel, ktoré mé u by rézne definované, napriklad su z interve
<0, 1>. asto sa tento interval posuva na hodnoty <0, 2p&>pm sa vyu ivaju len celéisla. Takto je
farba kddovana aj v 24 bitovom bitmapovom subora.di farebna zlo ka mdé e potom nadobudda
256 = 2 hodbt, o vy aduje 8 bitov paméte (pozri

BitovA hbka). Pre vSetky tri farby je to 24 bitov. Celkovoo no takto zaznamenaa

256" 256" 256=16777216 rb6znych farieb. Takéto farebné rozliSenie je zn@wed ndzvontrue color. Je

to aleko viac, ako je schopné rozliSiudské oko. Existuju zariadenia, ktoré md u sninfarby aj vo
va som rozliseni 2" 3 alebo16” 3bitov). Pre be nu fotografiu to nie je vobec pdine, ale pri foteni
v extrémnych podmienkach, alebo na vedecladyje asto 8 bitov malo.

Farba je teda zadana trojicoisel, napriklad (125, 54, 0). Ak su vSetkgla v trojici rovnaké, ide o
odtie sivej. (0, 0, 0) jeierna, (255, 255, 255) — biela, (255, 0, O)ervend, at. | ke je tento model veni
logicky z hadiska snimania farieb, podobne toti pracuje ajiské oko, je veni zlo ité intuitivne sa
orientova v trojiciach isel. preto pre grafikov nie je tento model prilifodny. Rovnako sa nehodi ani p

farebné tlaiarne.
CMYK

Tento model vychadza z praktickej skusenosti mieSaraliarskych farieb. Je to doplnkovy systé
k predchadzajucemu modelu. Jeho zakladné zlo kyCgan — azurova (tyrkysoval] agenta — purpurova i
Yelow — Ita. Ak z bieleho svetla odoberiemervenu, dostaneme azurovd, ak zelenu, zostane nowéa
ak odoberieme modr(, ziskame Itd. Stvrté pismegbyzniklo z potreby zaradiv tla iar ach okrem troch
farebnych naplni eSte ajernu. Ten, kto priSiel do styku s farebnou i@ ou vie, e zmieSanim vSetkyct
troch farieb nedostanemedernu. ierna (bla&) napl sa pouiva na tleenie iernych bodov a na

dosiahnutie lepSej sytosti ostatnych farieb.
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Tento farebny model nazyvanmubtraktivnya je zalo eny na odoberani farieb. Ak su vSetky kal
pritomné, mameiernu, ak nie je ani jedna, dostdvame bielu (farlpiera). ZmieSanim dvoch zakladny:
farieb modelu CMY dostaneme niektoru zo zakladrigecieb modelu RGB.

Obr.2.1: Porovnanie RGB a CMYK modelu.

HSV a HLS

V tychto farebnych priestoroch sa farby mieSajunépiina, ako v predchadzajucich dvocly.

Vychadzaju zo subjektivneho vnimania farieb, gm zakladom je fyzikalne farebné spektru
jednoduchych farieb, ktoré mo no najsapriklad v duhe. Prvy parametettue (farebny odtie) ur uje
prave tato jednoduchu farbu v spektre. Drut§aturation (sytosfarby) predstavuje Sirku spektralnéry,
alebo inak povedané, ide o primieSanie okolitychefaa treti parameterValue (hodnota jasu) je nie ako
intenzita svetla. Model HLS je podobny, mierne pgleny model a pracuje tie s odt@n (Hue),
svetelnosou (Lightness) a sytosu (Saturation).

Pri praci s tymto farebnym kédovanim mo e grafipdee hada potrebny farebny odtiebez toho, aby

napriklad zmenil intenzitu farby, sytoarby.

o

Obr.2.2: Odtiene Sedej

Odtiene Sedej — tayscale

Bezfarebny obrazok je znamy pod nazvorretnobiely”. Tato terminoldgia je trochu zavadzaic
vhodnejsi je v tomto pripade anglicky vyrggayscale, o znamena ni® ako odtiene sivej. NastejSie

sa pou iva 256 urowve, ie 8 bitove kddovanie odtiov. udsé oko vnima odtiene sivej receptorr
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ktoré sa nazyvaju tynky. Doka e rozliSi maximalne 50 odtieov. Opéa vSak musime pripomeny e pre
potreby alSieho spracovania a vedeckého vyu itiernobieleho obrazku mé e bymalo aj 8 bitov.
Farebny obrdzok mo no naiernobiely premeni tak, e v ka dom bode zobrazime iba jeho celko

intenzitu. Intenzita RGB obrazku sa vyja pou itim nasledujuceho empirického ahu:

| =0,299R+0,587G +0,114B
Tento vzah zohad uje experimentalne vysledky so subjektivnou pericepintenzity svetla udskym

okom.

Bitova h bka

Vyjadruje mno stvo farieb na jeden obrazovy bod Woth. Preo v bitoch? Je to dbésledok

architektiry pamévych buniek poita a. Najmensi element pamate fta a je tzv.bit. Jeden bit mé e

nadobudnu iba dve hodnoty: 0 alebo 1. Je to tak preto, ledd@to dvojstavové systémy sa praktick

najjednoduhSie realizuju. M6 e to byapriklad as magnetického materialu (povrch pevného disku);kt
mo e by zmagnetizovana jednym, alebo inym smeroimjunka polovodiovej Struktary (pamaRAM),
v ktorej je elektricky naboj, alebo nie je. Dvawstaa daju jednoznae odliSi ove a jednoduhSie, ako viat
stavov.

Bity pamate su organizované do osmic, tagjtov. Do 6smych bitov mo no zapisanaximalne
2% = 256 roznych stavov. Ak md eme v obrazku zaznane2b6 rdoznych Grovni farieb, hohorime o
bitovej farebnej tbke. Standardny RGBj CMYK obréazok ma v rozlideni ,True Color* bitovibku 24
bitov. Organizéacia pamate je zaroveri inou toho, preo sa v pripade mno stva farieb, ale aj iny«
parametrov obrazku, vyskytuju dosvlastne isla, ako 128, 256, 512, atMohli by sme zaznamenaj 100
arovni farieb, ale zaberieme rovnaké mno stvo panao keby sme zaznamenavali 256 farieb, nlao

sme u ,naali“ 1 bajt.

RozSireny ndzov  Poet farieb  Bitova h bka

Black and white 2 1
Grayscale 256 8
High color 65 536 16
True color 16 777 216 24

Tabuka 2.1: RozSirené nazvy najbe nejSich farebnyckepalprislusné bitové bky.
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2.1.4 Zakladné upravy obrazkov

__

Obr.2.3: Uka ky gama kriviek.
Gama krivka

Gama korekcia sa pou iva na eliminaciu nelineaoibrazovacich zariadeni. Napriklad ,klasick’
CRT monitor zobrazuje body s vySSou intenzitou Isj&@e, ako v skutaosti si. Obrazok pred odoslani
na takéto zariadenie treba upraurakticky sa zisti hodnota intenzity obrazovébdwb (pripadne drove
ka dej farebnej zlo ky) a upravi sa poal matematickej funkcie ulo enej v pamati. Matemlagiené eme
gama korekciu zapisako

| =1,

kde lo je pévodna hodnota (intenzity alebo farby) @ parameter korekcie, napriklad pre spominané C
monitory mé hodnotu 2,5 (Obr.2.3).

Jas a kontrast

Zmenou jasu menime rovnomerne celkovl intenzitud&ho bodu obrazu, zatiao pri zmene
kontrastu zv&ujeme, i zmier ujeme intenzitné rozdiely medzi rézne svetlymi bad@raficky su tieto
dve operéacie znazornené na obrazku (Obr.2.) N&in& zariadeni a softvéroch sa tieto dve oper:
realizuju prostrednictvom posiwav, ktoré spdsobuju zmenu sklonu alebo vertikafmaphy prislusne;
krivky. Matematické vyjadrenie zmeny jasu je nasjéde:

I =1,+q
a zmenu kontrastu mo no vyjadrako:

| =k,

kdek aq su parametre jednotlivych Uprav.
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Obr.2.4: Grafické znazornenie zmeny kontrastu angmesu. Ako
prvy je uvedeny pdvodny obrazok. Pod nim je obramkvySenym
kontrastom a dole je priklad zvySeného jasu.

Histogram

Ak sa prejdeme bod po bode po obrazku a budemeeslik iarky ku ka dej iselnej hodnote nejake
farebnej zlo ky, ziskame histogram. Napriklad zistf e Urove ervenej s hodnotou 42 je v obrazk
obsiahnuta 30 krat, arovel3 je tam 37 krat at M6 eme zostavi aj intenzitny histogram. Celkovy paid

na histogram nam umouje odhali mno stvo veci, ktoré si na prvy pad okom nemé eme vSimnu

Zistime, i je obrdzok podexponovany, preexponovanygdostatone vyu ivame cely dynamicky rozsa
snimacieho zariadenia a iné. Tato vedomsa nam mo e hodi napriklad pri nastavovani parametre
snimania. Ak obrazok nenasnimame dostetokvalitne, mé eme priso dole ité detaily, i u ukryté v

priestorovych Struktirach, alebo v zmenach intgn&ti alSej analyze to zrejme @tujeme a pozorovane
vzorky u nemusia by k dispozicii. Preto je nevyhnutné osvofi vSetky techniky, ktoré nam umo ni
skvalitni proces snimania a takouto poméckou je aj histoghim je to jeho jediné funkcia. Kedykeek

nam toti ponuka celkovy polad na zastupenie jednotlivych farebnych zlo iekoaviac, m6é eme na
histograme vykonavaniektoré operacie.
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To, i vyuivame cely dynamicky rozsah snimacieho zasi@d mo no odhali najjednohSou analyzotl
histogramu najdenim tz\bieleho a ierneho bodu. SU to hranice, medzi ktorymi je graf histogu
nenulovy a mimo nich nulovy. Ak je dynamicky rozdedmery 8 bitov, je optimalne, ak jeerny bod 0 a
biely 255.

Na zaklade rychleho poadu na

histogram sa da jednoducho obré

zaradi do jednej zo 4 kategodriijasny

ierny bod biely bod

obraz, tmavy obraz, stredotonovyobraz i

obraz svysokym  kontrastom Tatc

klasifikacia vychadza z rozdele

stredné tény | svetla

histogramu na tri zény: obla tie ov

(shadey oblas strednych t6nov nid- Obr.2.5: Priklad histogramu obrazku s nizkym kasttan.

toneg a oblas svetiel (ights). Na obrazku

(Obr.2.5) je histogram prvej fotografie z obrazKnb(.2.4). Poda histogramu md eme usudi e ide o
mdly, mélo kontrastny,i e tzv. stredotonovy obraz a to aj bez toho, edwge sa na origindlnu fotografi
pozreli. Je to zrejmé z toho, e najviac obrazoviduov mé intenzitu v strednych tonoch a krajné@ipyp|

teda tiene a svetla vobec nie st zastupeieEny bod ma hodnotu 23 a biely 227.

Ako sa na histograme prejavi zmena jasu a kontrasézoruje Obr.2.6. Su tu opéhistogramy
fotografii (Obr.2.4), prvy je histogram fotograeupravenym kontrastom a druhy patri fotografiySSim
jasom. Kontrast spdsobi roztiahnutie histogramu,ma za nasledok vznik dier. Chybajuce hodnoty
dopo itavaju tzv.ekvalizanym algoritmomZmena jasu sa zasa premietne v zmenenej polsteghamu

na vodorovnej osi — pri zvySeni jasu sa histograsupie doprava, pri zni eni dava.

0 256 0 256

VysSi kontrast VySsSi jas

Obr.2.6: Vplyv zakladnych Uprav obrazku na tvaohu histogramu.

VSeobecnejSie modifikacie gama krivky vedu v koren dosledku taktie k deformécii histogramij.

Najbe nejSou operaciou je tzg-krivka Pomocou nej mo no jemnejSie korigovis a kontrast. Niektoré
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komerné grafické programy umouju bu parametrické zadavanie, pripadne né&® kreslenie

transformanej krivky.
2.1.5 Rozmery obrazku

V pripade digitdlneho obrazku mé eme pojerozmerdefinova nieko kymi spésobmi. Zavisi od
toho, i chceme poznaskuto ny rozmer alebo rozmer vyjadreny v p® obrazovych elemento$kutony
rozmer je rozmer obrazku v cm (palcoch — in, mmij,inych realnych mierach na monitore alebo
vytla eni, resp. vyvolani fotografie na papieri. Be n@meery fotografii s 9 cm x 13 cm, 10 cm x 15 ¢
alebo 13 cm x 18 cm.

Niekedy je vhodnejSie vyjadrovaozmer obrazku v pooch obrazovych elementov v jednotlivyc
smeroch. Napr. 640x480, 800x600, 1024x768. Jeodyé najméa v pripadoch, ak obrazok zobrazujem

réznych zariadeniach s inym gom zobrazovacich elementov s r6znoukes ou.

Vz ah medzi redlnym rozmerom obrazku atpm bodov ukryva pojenozliSenie Tento parametel
sa udava v jednotkach DHD@ts PerInch — bodky na palec). Ak pozname skuaiprozmer obrazku v cm &

celkovy po et bodov, mé eme rozliSenie vypita pomocou jednoduchého \ahu:

skutocnyrozmei(cm)
pocetbodov

rozliSeni€DPI) = 254

RozliSenie vo vodorovnom a zvisom smere sa mdie.|Stava sa to najma vtedy, ak robime
obrdzkom neproporcionalnu Upravu, to znamena vgedamere ho natiahneme alebo skratime inak ak

smere druhom. Obrazové elementy maju potom tvarmked pretiahnutého v smere mensSieho rozliSenia

RozliSenia pou ivané v praxi su zhrnuté v nasledejiiabuke:

RozliSenie v DPI Obrazky Text a schémy
75 Menej kvalitna fotografia a ko itate ny text
150 Fotografie v novinach Nekvalitny text
200 RozliSenie klasickych fotografii Menej kvalittgxt
300 Kvalitné fotografie vasopisoch Novinovy text
600 Vysokokvalitné Fotografie Kvalitny kni ny text
1200 - Vysokokvalitny text

Tabu ka 2.2: RozliSenia pou ivané v praxi.

Ukazuje sa, e oko toleruje menSie rozliSenie pade lenitych obrazkov, preto e texty a schén

pozostavaju z rovnych, ohraenych linii s ostrym farebnym, z\&a iernobielym prechodom, kde s

m

P na

oV

Y




akékovek nerovnosti prejavia na spojitosti hrany. Texpreto vy aduje minimélne dvojnasobné rozliSer
ako obrazok.

VysSie rozliSenie sa dosahuje tavterpolacioua zvykne sa aj nazyvanterpolovanym rozliSenim
Pou ivaju sa pri tom vyhladzovacie algoritmy, ktdvéanu zbavia nerovnosti a takto vyratanu inforona
uloia do suboru s obrazkom. Nejde vSak o skoto rozliSenie! Na to treba davgozor. Tento
mechanizmus sl i hlavne na zlepSenie \aafu fotografii. V digitdlnej mikroskopii vSak infmlované
rozliSenie neprinaSa iadnu novu informaciu, spdsekurat zvaSenie objemu suboru s obrazko

ulo eného v paméti padta a.
Zmena rozmerov a rozliSenia

Zmena rozmerov obrazku je jednou zo zakladnych ampier ktoré zvladaju nie len grafick:
Specializované programy, ale aj lepSie prehliaddotografii (Irffanview, Picassa2). Ide o zdanli
jednoduchy ukon, ktory zvaa realizujeme potiahnutim mysi do po adovanejkesti. Nebudeme sa tt
preto venovatechnike, ako zvladnuuto operaciu, povieme si len nieko faktov, na ktoré by sme nema
zabuda, ke sa rozhodneme vieos obrazku zmeni Stale mame na zreteli to, e snimame obrazk:
mikroskopu a pracujeme na hranici rozliSovacej polsti celej opticko-digitalnej sustavy. Pri zmel
rozmerov toti od poita a chceme, aby informaciu, ktora bola ulo ena v keja pote, povedzmev
bodov, rozlo il do iného pau, N, bodov. Je jasné, e ak & menSie akavl, musi zakonite dojsk strate

asti informacie, v naSom pripade prideme o najneedétaily. Ani opany postup, teda z menSieho o
bodov na va&si, nie je Uplne bez problémov, i kdu sa nemusime bé&xtrémneho zhorSenia kvalityi,
straty vyznamnej informacie. Program musi v tomtigpgde vhodnou interpolaou metddou dopdia
hodnoty obrazovych bodov, ktoré pribudli. Pri znmerahi aj zvaSovani potu bodov mé e dojs napriklad
ku vzorkovacej chybe — aliasu, efektu, ktory spdg®bvznik novych parazitnych Struktdr v obrazl
vplyvom zmieSavania priestorovych frekvencii. Aligory byvaju opatrené mo nosu vo by antialiasingu.
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— Some standard dimensions:

Current size: 1000 » B67 Pixels Half Dol
New size: 750 x 500 pixels
(" 540 x 480 Pixels
" Setnewsize: —— || (" B00x600Pisels
Width: |1000 Height: [E57 " 1024 » 768 Pixels
Units: & pizels € cm € inches " 1280 % 360 Fivels
5 " 1600 % 1200 Pixels
(¢ iSet new size as percentage of originali — " Best fit to desktop
Width: |75 %  Height: |75 % (" Desktop size [no aspect ratio)
— Size method:
[V Preserve aspect ratio (¢ Resample [better quality)

Resample filter:

™ Apply sharpen after Resample
|Lanczos filter (slowest) l]

DPI: IBUO

" Resize [faster)

oK Cancel I

Obr.2.7: Ukéa ka dialégu zmeny rozmerov obrazku ghpiadai Irfanview. Vpravo dole sa
nachadza mo nosvyberu metédy prevzorkovania (Resample filter)tcTiankcia sla i na

eliminaciu vzorkovacej chyby.

ZmensSovanie obrazkov si treba we dobre premyslie nakoko po tejto procedudre nenavratrie

=

strdcame as informéacie. Stratené data u nemo no ziskapatovnym zv&enim obrazku na pbévodn
ve kos . Jedn& sa o u spominané interpolované rozliSéieazok sa formalne tvari, e ma g po et
elementov, ale realne roliSenie si prinaSa z najeo formatu, na aky sme ho zmenSili. Ka dopadqire

zasada: upravy treba rolma kopiach obrazkov, nie na originaloch!

Taktie je dobre zvoli zachovanie proporcii obrazku pri zmene kesti. Zamedzime tym|

deformaciam tvarov v jednom smere a vzniku réznmelatiSenia vo vodorovnom a zvislom smere.

2.2 Digitalne kamery

2.2.1 Snimaci prvok

Hlavnou suasou digitalnej kamery, ktorou sa odliSuje od ,kl&sich® kamier je obrazové
zaznamové meédium, tzwnimaci prvok Je to integrovand mikroelektronicka polovanid suiastka —
mikro ip, ktor4 reaguje na svetlo. Pozostava z mno sttacitlivych elementoyktoré doka u nezavisle oc
seba zaznamenalopadajuce svetlo. Premagu svetelny signal na elektricky. Snimacie elemesit na
celom prvku umiestnené v pravidelnej ploSnej Stitekt vaSinou ako pravouhla sieExistuje prvok firmy
Fuji, ktory mé& elementy rozmiestnené v tvarelieho plastu.

Snimanie svetla v digitalnych kameréch je zalo eaévyu iti tzv. fotoelektrického javuPri tomto

jave sa svetlo dopadajuce na fotocitlivy materi@npie a na elektricky naboj, ktory saalej transformuje




na niektoru elektrofyzikalnu velinu (napétie, prud, vodivosat .). Takto ziskany elektricky signal potor

—

u vieme spracovaelektronickymi zariadeniami — \aka rozvinutym mikroelektronickym technolégiam F

(0]

alej m6 eme uskladova , prenaSa upravova, kopirova a podobne.

Existuju dva zakladné typy svetlocitlyvychipov, ktoré sa liSia ako technolégiou vyroby, tgk ja
v niektorych detailoch svojejnnosti. SU toCCD (Coupled Charge Device)@OS(Complmetary Metal-

Oxid Semiconductor).

2.2.2 CCDaCMOS

Skratka CCD vyjadruje principinnosti takéhoto zariadenia, ktoré je zalo enézbarani naboja
vyprodukovaného dopadajucim svetlom. CMOS zasaspaedje skratku technoldgie vyroby istého typu
polovodi ovych Struktdr pozostavajucich z vrstiev kovu adoxna polovodiovej podlo ke. Je jedno, ako s
tieto dva superiace typy optickych snimoa nazyvaju, v zasade ide o rozdielne technolOkieré su

momentélne najrozSirenejSie. A to ako v komem, tak aj vo vedeckom svete.

Vyvijali sa bok po boku pribli ne od zaatku 70. tokov minulého stor@. Takmer 25 rokov viedle
technolégia CCD. Dosahovalaleko lepSie vysledky v kvalite obrazu, i keyroba bola nakladnejSia. Zm
to, e technolégia CMOS momentalne existuje aj @asb snimania svetla \a ime najma prudkémt
rozvoju poita ov. Mnohé polovodiové prvky, ale najma péta ové pamate a procesory sa vyrabaju prive
touto technoldgiu. Vaka neustalym po iadavkam na minimalizaciu mikra@ieniky presla technoldgie
CMOS bdarlivym rozvojom a dosiahla uroyekedy mohla koncom 90. rokov 20. staebzaa vane
konkurova aj v oblasti ipov digitalnych kamier.

Ide pribline oto, e zatia o v pripade CCD dostavame vodivostné elektronyréka potom

pripojenim nale ite tvarovaného elektrického napétdvadzaju do zbernice, pracuje CMOS na Uplne irjom
principe. Ka dy elementipu CMOS je u priamo vybaveny zariadenim, ktorgimie a ndboje na napatis
a toto sa md e dokonca priamo pri danom elemengitalizova. Ke e vSetky elektrické prvky music
le a na povrchu polovodovej suiastky, bolo trebaaka na miniaturizaciu, aby nedochadzaloaka ich
pritomnosti k vyraznej redukcii snimacej plochynsacieho bodu. Na to, aby sa svetlo sustredilo nagu
su iastky, ktoré je naozaj na svetlo citliva, sa pvald@ad ka dy bod mikroSoSovka. Tym sa dnes dosaljuje

U inna plocha snimacieho bodu porovnateso CCD.

CCD a CMOS su dnes rovnocennymi konkurentmi, i K&CD je principom innosti u trochu
zastaraly koncept. Ma vSak svoje kvality, ktoré C®@Ste stale v niektorych oblastiach nedoki e
plnohodnotne nahradi




2.2.3 Princip innosti
Expozicia

CCD snimacie prvky su ploSné polia rovhomerne restnenych fotoelektrickych elementc
citlivych na svetlo. Ka dy takyto element je schgpmo osvetleni vyprodukoveelektricky ndboj, ktorého
mno stvo zavisi od intenzity dopadajuceho svetdohy osvetlenia. Cely prvok sa naitlr dobu osvetli,
kedy vznikaju tzv.fotoelektrony Potom sa snimanie svetla zastavi bmechanickou alebo elektricko

L
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register register

Obr.2.8: Schéma witavania nahoia v CCl

uzavierkou. Doba osvetlenia sa nazgxpozind dobaa vo fotografii sa pou iva oznanie ré6znych doéb
prostrednictvom menovatev zlomkov sekundy (napr. 250 znamena 1/250 sekuagpdobne). Pc
expozicii nasleduje fazatania obrazu ulo eného v polovodivej Struktire prvku vo forme nahromadené
naboja umerného mno stvu svetelnej energie, kto@adla do daného miesta ps expozicie. Tento nabc
sa riadok po riadku odvadza do takzvangdgistra Najprv sa do registra presunie naboj z riadkorykfe k
nej najbli Sie. Naboje z ostatnych riadkov sa pasuinsSie. Potom sa z registra bod po bode presuihoje
do zbernice, kde sa prem#&Uu na elektricky signal. Po vyprazdneni registiavg ita alSi riadok a tak
alej. Signal sa alej zosil uje, digitalizuje a posiela na spracovanie do psoce

V pripade CMOS je to podobné, s tym rozdielom, oeohaboj sa na elektricka veliu premiea
ihne po nasnimani. Ka dy element obsahuje obslu ny ahwktory premeni naboj na elektricky signé
zosilni ho a mo e priamo aj digitalizovaVy itavanie je potom ovea jednoduchSie, menej nachylné |
Sumy a energeticky menej nang. NavySe je mo né vybralen uriti oblas celého prvku a ostatnt

informaciu neita . Vyrazne tym mo no zvysirychlos zaznamu.
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Snimanie farieb

Ka dy element v poli snimav (i u CCD alebo CMOS) je citlivy iba na mno stvo si& nie na
jeho farbd. Preto sa pri vyrobe umieste nad ne farebny filter. Tym dosiahneme obldetré budu
snima len ti as svetla, ktoru filter prepusti. Najpou ivanejsi fev. Bayerov filter (Obr.2.9). Ka dy
farebny filter prikryje prave jeden element snineha prvku. Sklada sa zo zelenych, modryclermenych

asti, priom zelenych je dvakrat viac ako modrych, ervenych. Tym sa imituje citlivos udského oka,

ktoré je najcitlivejSie na zelenu (550 nm) farbua & snimaci element potom prinesie informéaciu e

jednej farebnej zlo ke. Vysledna farba plochy kahdéelementu sa ziskava matematickou operadiou

(interpolaciou), ktora zaha farebnu informaciu z jeho susednych bodov.
Na zlepSenie rozliSenia kamery, ktoré je Bayerovijitnom zniené mono poui metddu
posuvania filtra, priom sa urobia tri zabery pri réznych polohach fiiraysledny obrazok sa opéypo ita

pou itim matematickej metody.

Obr.2.9: Bayerov filter.

Najjednoduchsi spbsob farebného zdznamu pochatza efs analégovych televiznych kamiey.

Obraz sa pomocou optického hranola rozlo il nafarebné zlo ky (ervend, zelend a modrua), ktoré ¢
nasmerovali na tri rozne zadznamoveé prvky. Dnesstbtkoncept vracia pod nazva@eCD. Fyzicky su v
takomto zariadeni naozaj pritomné tri snimacie yryke ka du farbu jeden. Odpada tak neprijemnes
interpolaciou farieb. Vysledny obraz sa potom zmieS procesore do jedného a nedochadza Kk si

priestorovej a farebnej informacie. Dau za to je vSak vy3Sia cena.
Rozmery snimacieho prvku

Na kvalitu obrazku ma vplyv aj rozmer snimanéhogp®pticka sustava mikroskopického objekti
je navrhnuta tak, aby mal obraaz najmensie skreslenie najma v oblasti takzvampeiaxialnehopriestoru.

Nie je to Uplne pravda, snimm vykazuju aj spektralnu zavislosCie om vSak je dosiahnucitlivos v celom

vidite nom spektre.
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Ide o priestor vami blizko optickej osi, teda o oblasti okolo streshrazku. JednoduchSie sa teda narabe
snimacim elementom menSich rozmerov.

Zau ivany spdsob oznavania formatov snimacich prvkov pochadza z normey qiaré televizne
kamery. Udava sa vo formdselného zlomku ktory predstavuje priemer vidicombice TV kamier v
palcoch s rovnakou efektivnou snimacou plochou, pislusny stasny ip. Ak natrafime na prvok ¢
oznaenim 1/3", nebude maihloprie ku diha 0,33 in, o je pribli ne 8,4 mm. Takytoip mé& uhloprieku
6 mm. Toto oznaovanie nie je nijako Standardizované, preto sacskétrozmery r6znych vyrobcov mé t

mierne |iSi. V tabu ke 2.3 sU zhrnuté rozmery najpou ivanejSich sniotapivkov.

Format Pomer stran Rozmery mm Uhloprie ka mm
1/3,6" 4:3 4,0x 3,0 5,0
1/3,2" 4:3 45x3,4 5,7
1/3" 4:3 4,8x3,6 6,0
1/2,7" 4:3 54x4,0 6,7
1/2,5" 4:3 58x4,3 7,2
1/2,3" 4:3 6,2x4,6 7,7
1/2" 4:3 6,4x4,8 8,0
1/1,8" 4:3 7,2x5,3 8,9
1/1,7" 4:3 7,6 x5,7 9,5
2/3" 4:3 8,8x6,6 11,0
1" 4:3 12,8 x9,6 16,0
4/3" 4:3 18 x 13,5 22,5
1,8" (APS-C) 3:2 23,7 x 15,7 28,4
35 mm 3:2 36 x 24 43,3

Tabuka 2.3: Zau ivané ozn&nie formatov obrazovych snimacich prvkov a ichské rozmery

1/3" 1/2"2/3" 1" 4/3" 1

8" 35mm
] .

Obr.2.10: Grafické porovnanie formatov snimaciorkpv. Najva Si obd nik predstawje 35 mm film

Ako si ukd eme alej (pozri 2.2.4), na rozliSovaciu schopndamery a mikroskopu ma hlavny

vplyv ve kos najmenSieho elementu snimacieho prvku, nie ickepale preto dobre vedieaky veky
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element ma kamera, ktord pou ivame, alebo ktorlckgstame kupi Medzi rozmermi ipu, potom

elementov a rozmermi elementov existuje jednodwezhgh:

rozmercipu(mm)
pocetelementov

rozmerelement(/mm) =1000

Niektoré konkrétne modely kamier uvadzame v t&hoh 2.4 a 2.5.

Vyrobca a model Format Rozmer elementu Rozmer po a

m mm
Kodak KAF-2001CE 1732 x 1172 13x13 22.5x15.2
Kodak KAF-3000CE 2016 x 1512 9x9 18.1x13.6
Kodak KAF-3040CE 2144 x 1432 6.8 x6.8 14.6 x 9.7
Kodak KAF-6302CE 3052 x 2016 9x9 27.5x18.1
Kodak KAI-4000 2048 x 2048 74x7.4 15.16 x 15.16
Sony ICX205AK 1392 x 1040 4.65 x 4.65 7.6x6.2
SITe ST-002A 2048 x 4096 15x15 30.72 x 30.72
Marconi CCD 42-90 4608 x 2048 13.5x13.5 27.6 262
Marconi CCD 48-20 1028 x 1033 13x13 13.3x13.3
Philips FTF3020-C 3072 x 2048 12x12 36.8 x24.6
Philips FT18 1024 x 1024 75x75 7.68 x 7.68

Tabu ka 2.4: Rozmeryipov a elemntov vybranych vyrobcov digitalnych kami
(http://micro.magnet.fsu.edu/primer/digitalimagidigitalimagingdetectors.html)

Model Format Rozmer elementu Rozmer po a
m mm
Moticam 1000 1280 x 1024 3,6 x3,6 4,7x3,7
Moticam 2000 1600 x 1200 3,0x3,0 4,8x3,6
Moticam 2300 2048 x 1536 3,1x3,1 6,4 x 4,8
Moticam 3000 2082 x 1542 3,1x3.1 6,4 x4,8
Moticam 5000 2580 x 1944 49x4,9 12,8x9,6

Tabuka 2.5: Rozmeryipov a elementov kamier Moticam. (http://www.matizm)

Dynamicky rozsah

Tento parameter hovori o tom, ako je kamera schapi@a jednotlivé farby. V asti o farbach
(2.1.2) sme hovorili o farebnych priestoroch a gibdgh kddovania farieb v pita i. Tam sme schopnos
rozlisSi isty po et farebnych Grovni oznavali pojmom farebna alebo bitova h bka. Dynamicky rozsar

kamery reprezentuje prave tento parameter a roveakovykne udavav bitoch. Najbe nejSie su 8 bitove

g

kamery, o znamena, e doka u zaznamen256 Urovni réznych farieb. Vi rozSirené su aj 12 bitovi

kamery so schopnosu rozlisi a 22 = 4096 Grovni ka dej farebnej zlo ky. Problém (latee v pripade




CMOS snimaov) je vysoky Sum za tmy, ktory ovplymwje snimanie nizkych Grovni intenzit svetla. Ps&tc
spodné bity nevyu ivaju a snimanema efektivne 12 bitovy rozsah. Tento nedostgéokiasto ne
kompenzovany pri intoerpolaom vypote farby elementu, kedy sa do Gvahy beru hodnobkditych
elementov a nahodny Sum sa tak patl&Existuju aj 16 bitové snima, ktoré su vSak veni drahé a musia
by chladené. Pou ivaju sa najma na snimamgnobielych obrazkov na veni presné merania. Doka t

rozlisi a 65 536 odtieov Sede;j.

Sumové vlastnosti kamier udava param@@mer signad/Sum (signal-to-noise-ratio, SNRpry sa
udava v dB a predstavuje hladinu Sumu v signald.tf®adinou ni Siou ako udava SNR, u zariadenie jeie
schopné rozliSi signal od Sumu. im vySSi je SNR, tym lepSie zariadenie. Vysoky SjgRl0le ity pri
presnom snimani objektov s malym kontrastom, pripandych citlivych meraniach.

Pri snimani obrazu digitalnymi kamerami ovplyje kvalitu zaznamu niek&o faktorov, z oho vzplyvaju

nasledujuce typy Sumov:

Fotonovy Sum- je spbsobeny Statistickou povahou fotonovéhai tRoissonova Statistika). J
umerny druhej odmocnine intenzity signalu.

Sum za tmy- aj bez pritomnosti svetla sa mé u vytvar&éboje, hovorime o tzv. tepelnej generé

elektronov. Fotoprad za tmy sa taktie riadi Poisseou Statistikou, to znamena e tento Sumjj

umerny odmocnine tepelne generovanych elektrénioexmozicii. Potlda sa chladenim prvku.
Vy itavaci Sum- je kombinaciou systémového Sumu vznikajucehgmnasani naboja v CCD d
zbernice a premene na fotopriud a Sumu vznikajucanegsilneni signalu zosibva om a pri

digitalizacii.

Rychlos za&znamu

Udava sa v obrazkoch za sekundu (fps). Be né kamekga u snima rychlos ou 15 a 30 obrazkov
za sekundu. Tento parameter prichddza do Gvahyy,vedd potrebujeme snimavideo, pripadne rychlu
sekvenciu zaznamov. Rychlosaznamu je determinovana expomu dobou a dobou vitavania. Niektoré
kamery s CMOS ipom ponukaju mo nos zmensenia aktivnej plochy snimacieho prvkim sa doba

vy itavania zmensi a mo no tak zvy3ychlos snimania a na 1000 fps.

2.2.4 Spojenie kamery s mikroskopom

Mikroskop ako opticka sustava pozostava z dvochriyieh asti, objektivu a oklaru, ktoré spol

vytvaraju tzv.neskutony obraz(kapitola 1). Takyto obraz mo no potom pozorowakom. Namiesto oka

W




mo eme k okularu priloi objektiv fotoaparatu a rovnako ziskame obraz peamity na plochu
svetlocitlivého ipu. Problém je vSak v tom, e optick& sustava ktiyeokular je navrhnuta preudské oko
a poita aj s jeho zobrazovacimi chybami. NavySe siatra&a nie je rovina, zatia o film alebo

svetlocitlivy ip rovinami su. Ide o zdanlivo nepodstatné detditgré maju za nasledok nie wvei kvalitny

zva Sa na krajoch rozostreny obraz. V niektorych prgghdmo no takéto rieSenie postge, ale pre
seribzne pozorovania je nevyhovujuce.

In& mo nos je pou itie tzv. projek néhookularu. Takyto okular je navrhnuty tak, aby vyaazv.
skuto ny obraz teda obraz, ktory mo no zachytna premietacej ploche. Tou moé e bgj svetlocitlivy ip
digitalneho fotoaparatu. Samozrejme, treba pofotoaparat (kameru) bez vlastného objektivu. Zisksak
ve mi kvalitny obraz. Daou za to je, e v pripade monoukélrneho mikroskapanebudeme mamo nos

pozorovania cami a v pripade binokularneho pristroja si jedekwarov odstavime.

NajlepSim rieSenim je tzwrinokuldrna hlavamikroskopu. Miroskop je vybaveny hlavou, ktofa
okrem dvoch tubusov pre okulare na pozorovana ponuka eSte jeden, &nou zvisly nadstavec, kton
sl i na pripojenie fotoaparatu,i kamery. Za kamerovym tubusom vznika v rovine z@mavého médial

skuto ny korigovany obraz. NavySe mame zaroweo nos vyu iva okulare.
Opticka sustava — mikroskop a digitalna kamera

Ako sme u spominali, objektiv vytvara v tubuse nogkopu skutony obraz. Obrazova rovina sh
nachadza, v zavislosti od vyrobcu, 11 a 13 cm pgodnou okularu. Tento skutey obraz potom
pozorujeme okuldrom ako lupou. Dnes sesto pou ivaju tzv. mikroskopické objektivy korigawe na
nekoneno, ktorych vystupom nie je skutwoy obraz, ale zvazok rovnobe nych av. Aby skutony obraz
pre potreby pozorovania vznikol, zarge sa eSte tzvubusova SoSovk@Obr.2.11)

r—j kamera [_—_]

1 adaptér S——

TR
-

i tubusova | -~
SoSovka S

11-13 mm
1113 mm

160170 mm

, tubus ,

\Q )/J objektiv \@/

Obr.2.11: Opticka schéma mikroskopu s kameroavd objektiv, ktory vytvara skutay obraz v konenej vzdialenosti, vpravo

objektiv korigovany na nekoneo.




Aj tak vSak obraz, ktory by sme mohli premietma zaznamové médium kamery vznika vo vn(
tubusu, kam sa s kamerou nedostaneme. Preto jebpétrpred kameru zaradeSte opticky adaptér
Sosovka v adaptéri je prispdsobenakesti svetlocitlivého prvku tak, aby bola vyu itd najvaSia as
zorného poa objektivu. asto sa stava, e na adaptér povodne skonstruava®p mm kinofilm nasadime
digitalnu kameru sipom rozmeru 11 mm. Nasleduje sklamanie, preto meqole je asi 4 krat menSie
inymi slovami mame mensi ,rozad“. Treba na to mysliea bu sa s takymto stavom zmierialebo si
zadova i iny adaptér. Zaradenie nevhodnej SoSovky mé6 edakies ku skresleniu obrazu a k zhorsen

rozliSenia a kvality hlavnhe mimo jeho stredu.
RozliSovacia schopnosobjektivu vs. ve kos snimacieho elementu

Od mikroskopu po adujeme, aby sme pomocou neho zikéozliSi malé detaily uritej ve kosti.
M6 u to by rozmery od desatin a po desaiciny milimetra. MenSie objekty sa z principigbn dévodov
pozera optickym mikroskopom nedaju. Ako mo no vidieg tabuky 2.6, najlepSie imerzné objektivy maj
rozliSovaciu schopnos0,24 m, o je 2,4 desdisicin milimetra. Tento limit stvisi s vinovou paivou
svetla. Prakticky sme obmedzeni tym, e nemd enjaki rozliSi objekty menSie ako vinova Ka svetla,
ktora sa pohybuje v rozpati od 0,/ do 0,7 m vo vzduchu, v imerznom oleji je to eSte pribli deakrat

mene;.

Obr.2.12: Priemet dvoch susednych bodov na snipraok na hranici optického rozliSenia objektivudMne porovnanie
pripadov, kedy difrakny obraz bodu osvetli tri alebo dva elementy sniefecprvku. Vpravo je v dy zndzornené, ako

zobrazi obrazec snimaci prvok. V pripade na spodstmdzku je zrejmé, e body sa nedajl rozlisi

V pripade mikroskopickej fotografie vSak do hry umtje eSte jedenlen, a to snimaci prvok
digitalnej kamery. Ukazuje sa, e na to, aby sménlineasnima najmensi objekt, ktory je objektiv schopr

zobrazi, potrebujeme zabezpe, aby sa obraz najmensieho objektu zobrazil mimmala tri elementy
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snimacieho prvku v jednom smere, teda plo$ne byzuladazeny difrakny kri ok zabera 9 elemento¥,

(Obr.2.12). Ak tato podmienku nesplnime, nedoka enaglno vyui mo nosti, ktoré ponuka objektiv
Tabu ka 2.6 obsahuje predd najpou ivanejSich mikroskopickych objektivov ezenych zvasenim a
numerickou apertarou. V alSom sipci je pre dany objektiv rozmer najmenSieho radigého objektu,

ktory mo no uri zo vz ahu:

R=061—
NA

kde je vinova dka svetla (pou iva sa vinova da stredu viditeného spektra 550 nmNA je humericka
apertura objektivuObjektiv tento rozmer zv&i a premietne na maticu svetlocitlivéhipu kamery. Rozmer
najmensieho elementu snimacieho prvku musittstina z rozmeru premietnutého obrazu bodovémojad

— Uudaj vo Stvrtom gbci tabuky.

Tabuka 2.6: Rozmery premietnutych bodov jednotlivyclieébivov a po adovana vé&os snimacieho elementu kamery pre

vinovu d ku 550 nm.

Objektiv (NA) RozliSenie Ve kos premietnutého bodu Po adovany rozmer
m m snimacieho elementu m
1x (0.04) 8,4 8,4 2,8
2x (0.06) 5,6 11,2 3,7
2x (0.10) 3,4 6,7 2,2
4x (0.10) 3,4 13,4 4,5
4x (0.12) 2,8 11,2 3,7
4x (0.20) 1,7 6,7 2,3
10x (0.25) 1,3 13,4 4,5
10x (0.30) 1,1 11,2 3,7
10x (0.45) 0,75 7,5 2,5
20x (0.40) 0,84 16,8 5,6
20x (0.50) 0,67 13,4 4,5
20x (0.75) 0,45 8,9 3,0
40x (0.65) 0,52 20,6 6,9
40x (0.75) 0.45 17,9 6,0
40x (0.95) 0,35 14,1 4,7
40x (1.00) 0,34 13,4 4,5
40x (1.30) 0.26 10,3 3,4

3Existuji rozne nézory, kko stai elementov, aby bol najmensi detail rozligite Poda Shanonovho kritéria by
teoreticky mali sta dva obrazové elementy. Difraky obrazec bodu premietnuty objektivom mé vSak kvahu s priebehom
intenzity opisanym Besselovou funkciou a na jedaazin identifikaciu takéhoto objektu treba minimalnecbrazové elementy.

VSetko zavisi od toho, ako si definujeme pojemigoziacej schopnosti.




Objektiv (NA) RozliSenie Ve kos premietnutého bodu Po adovany rozmer

m m snimacieho elementu m
60x (0.80) 0,42 25,2 8,4
60x (0.85) 0,39 23,7 7.9
60x (0.95) 0,35 21,2 7,1
60x (1.40) 0,24 14,4 4,8
100x (0.90) 0,37 37,3 12,4
100x (1.25) 0,27 26,8 8,9
100x (1.30) 0,26 25,8 8,6
100x (1.40) 0,24 24,0 8,0

2.2.5 Osvetlenie

Vyva ovanie bielej

Zaznamoveé médium digitalnej kamery je citlivé preeana intenzitu dopadajuceho svetla. Farek
zaznam sa robi tak, e pred tym, ako svetlo dopadnelement svetlocitlivéhapu musime vyleni z neho
len jednu farebnu zlo ku. Bu pomocou filtra (Bayerov filter) alebo presmerovanpomocou nejakéhc

disperzného optického prvku (hranol, mrie ka). Akla dopadne na uty element snimacieho prvku nejak

Relativna intenzita Relativna intenzita

Relativna inten zita

Obr.2.13: Priklady spektier roznych zdrojov. H@espektrum sinexého denného svetla, v strede — volframovéa iarcvkiole
je spektrum bielej LED diédy. Vpravo su prikladygbného posunu sp6sobeného posunom spektraeonému svetlu.
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mno stvo svetla, vznikne patmy po et fotoelektronov a tomu umerny elektricky signdk snimame
osvetlenu bielu plochu, mala by miielu farbu aj vtedy, ke sa na u pozerame po spracovani na monitc
po ita a. Nie je tomu tak v dy. Oko sa doka e r6znym sveyen podmienkam prispdsobova biela stena
sa nam javi ako biela pri slne nom alebo pri umelom svetle. Zo skusenosti vSaknegie e, napriklad,
svetlo zo iarovky s wolframovym drétikom je oprasine nému svetlu sfarbené do oran ova. Naop:
svetlo z nednovych iariviek je modré (Obr.2.13)el&ronicky CCD alebo CMOSip sa réznym svetelnyrr
podmienkam nedoka e sam od seba prispésabfotografie zaznamenavané pri dennom svetle ngju
farebny odtie, ako fotografie s umelym osvetlenim. Digitalneofgaraty maju funkciu tzwyva ovania
bielej, ktora je bu plne automaticka, alebo manualna. Pri pou iti smatickej funkcie sa fotograf nemusi
ni stara, procesor zhodnoti svetelné podmienky a pomocoutého algoritmu zmeni spdsob sniman
farieb tak, aby nedochédzalo k posunu farieb &dbm k tomu, ako vnima fotografovanu scéadské oko.
Manualny re im je spaahlivejsi, ale vy aduje si jeden Ukon navySe. Foabgnusi pri konkrétnom osvetler
poveda fotoaparatu, ako vyzera biela farba. Zosnima bdehd a na zaklade tejto informécie proces
fotoaparatu zasa upravi snimanie farieb.

Nako ko v mikroskopii pou ivame r6zne svetelné zdrojefovky, iarivky, diédy, denné svetlo), je
treba osvoji si techniku vyva ovania bielej kdli zachovaniu éanej vernosti vzoriek. Zvlaotrebna je
tato zrunos pri analyze dokumentov napriklad v kriminalistikele farba papieru, atramentu a rézny
vlakien zohravaju vyznamnua dlohu. Farby, samozrejm@& eme upravovaaj po nasnimani v péai. V
takom pripade, vSak dochadza k stratsti informacie. Nastavenie spravnej farby pri etpiototi spdsobi

zmenu sposobu snimania farieb priamoipa zmenou interpol&aého algoritmu.

V niektorych pripadoch je automatické vyva ovanielg ne iadice. Ak napriklad pracujeme
farebnymi filtrami, procesor sa neustéale snai nafarebny stred“, oho vysledok je Sedy, bezfarebr
obrazok, asto s nizkym kontrastom. Podobne je to aj pri askopickej polarimetrii, kde pracujeme
purpurovym pozadim a do popredia vystupuju farepogorované objekty. Farby tu vznikaju vplyvol
ota ania roviny polarizovaného svetla a nie su to fadainych objektov. Rovnako pri fazovej vizualiza«
v tmavom poli dochadza k zafarbeniu objektov, ktanénia fazu prechadzajuceho svetla a procec

automatického vyva ovania bielej by tu zrejme zligha
Nerovnomerné osvetlenie — eliminacia pozadia

asto sa stava, e osvetlenie vzorky nie je v celmmom poli rovnaké. Homogenitu osvetlenia

ve mi aké zabezpe . NajvaSiu intenzitu pozorujeme v strede obrazu, zatiarohy byvaju tmavsie.

“Ukazuje sa, e najspahlivejSie mo no bielu vyva i nasnimanim tzv. 18% Sedej. Papier s takymto powncimo no

ziska v Specializovanych fotografickych predajniach.
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Tento, asto iba esteticky nedostatok mo no pomerne jedalodteliminova, pripadne aj Uplne odstrani
Existuju dva spdsoby, ako sa s nerovhomerne osyetlgpozadim vysporiada

1. Od itanim reélneho pozadia, ktoré nasnimame vopred

2. Najdenim pozadia pomocou matematickych metéd

Obr.2.14.: Vavo nerovnomerne osvetlena vzorka — rez listomusakVpravo obrazok po otfani pozadia. Okrem

nerovnomerného osvetlenia sa podarilo odstraniné defekty

Prvd z mo nosti je, samozrejme spblivejSia a pokia mé eme, pou ijeme tu. Okrem zazam
pozorovanej vzorky nasnimame obraz bez vzorky @ tthva snimky jednoducho dthme. Vasina
ovladaov kamier robi tuto procediru v ivom reime, tak end eme priamo ziskavaobrazky s
homogénnym pozadim (Obr.2.14).

Druh& mo nos ndm pomo e vtedy, ak sme pri snimani nemyslelim@nos prvi. Obrazok je
nasnimany, vzorka neexistuje, nemame pristup k asikdpu. Ak je na obrdzku dostate vidite né
pozadie, najlepSie vo vSetkych rohoch a @i@j medzi nimi, mé eme interpolaému algoritmu vybra

body, ktoré predstavuju pozadie. Program si zvygu pozadia dorata a zarovieo z obrazka odstrani.

2.3 ZA&klady obrazovej analyzy
2.3.1 Softvéer na digitalne spracovanie obrazu

Va Sina vekych vyrobcov mikroskopov ponuka kompletné optickgitalne rieSenia, ktoré
zah aju zakladné programové vybavenie pre zaznamergvakiadanie, archivovanie a spracoval
fotografii. Vo vSeobecnosti mo no programy na spramie obrazu rozdelido niekokych kategorii:

- Komer né u ivate ské a profesionalne néastroje (Adobe Photoshop,| Gb@opaint, Gimp,
ImageJ)

- Specializované programy dodavane akastkompletnych rieseni (Impor)

e



- Vlastné programy a zasuvné moduly (C++, Java)

Zastavime sa trochu pri dvoch programoch, a to &dayImpor. ESte by bolo dobré zd6razne
Phtoshop a Corel su komegé poloprofesionalne nastroje, ktoré maju svojwceasto dos vysokd. Gimp

je k nim dobrou alternativou
2.3.2 Digitalne filtre

Jednobodové operéacie

Je to najjednoduchSi spbsob spracovania obrazer Bilechadza postupne ka dy bod a @otkzv.
vyh adavacej tabiky (,lookup table*) upravuje jeho farebnu hodnotu. Typickym prikladtakéhoto typu
operacie je gama krivka (pozrias 2.1.40), ktora predstavuje graficki reprezentammgpovedajucej

vyh adavacej tabky. as tejto tabuky md e vyzera napriklad takto:

Pdvodna hodnota 0 1 2 3 5 6 7 .. 253 254 255
Nova hodnota 255 254 253 252 251 250 249 .. 2 1 0

Znamena to, e ak sa filter dostane na body s hmin@, priradi mu hodnotu 253, bodoin

s pévodnou hodnotou 3 priradi nova hodnotu 252phbod hodnotou 5 priradi 251, atUviedli sme priklad
inverzného filtra ktory z iernobieleho obrazku vyrobi negativ. V druhom riadkd u vo vSeobecnosti by
akékovek hodnoty medzi 0 a 255. M6 u sa aj opakoaaniektoré mo u chyba

Tieto filtre sG malo narmé na pamapo ita a. V pripade 8-bitového obrazku zaberie jedenrfilba 256

bajtov. Aj samotna realizcia filtra je yai rychla a mo no ho pou i aj virtualne. Pévodny obrazok zostéy

nezmeneny, operacia sa vykonava iba na monitorétapa, pripadne na inom vystupnom zariadeni

Formalne mo no jednobodovy filter zapisamatematickym vzahom

1 =F(1,)
kdelp al su farebné hodnoty pred a po Upraveja funkcia filtra. Vysledna hodnota ka dého bodatgm

zavisi iba od jeho vlastnej pévodnej hodnoty.
Zafarbenie iernobielych obrazkov pomocou vyhadavacej tabu ky

Na farbenie iernobielych obrazkov sa taktie pou ivaju vyddavacie tabky. Pévodny obrazok
musi ma 8-bitovu farebnu tbku a vyhadavacia tabka potom obsahuje hodnoty indexov z farebi

palety. Kolorovanie sa pou iva na zviditeenie detailov, ktoré v stupnici odti@v Sedej nie su vidie
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Konvolu né filtre

Ide o vemi Siroku paletu réznych efektov znamych aj z komgeh softvérov. Princip ichinnosti

je zalo eny na postupnom aplikovani tzjadra konvollcie na upravovany obrazok. Jadro je matita
(tabuka) s rozmermi 3x3, 5x5 alebo 7x7 bodov, ktord salpa po obraze. Jeden obrazovy elemegnt
.Zzapadne” prave do jednej bunky jadra. Spracovavalement, ktory le i v strede jadra. Rozdiel oprit
jednobodovym filtrom je ten, e zatia o tam sa spracovava ka dy bod osobitne, v pripame/&u nych
filtrov zavisi vysledna farba bodu aj od jeho susedSchéma jadra je na obrazku (Obr. 2.25)a Ag su

isla. Hodnota bodu, ktory bude v strede masky pa V¥a poda nasledujliceho vahu:
| =K(Alo +Al+ +Al)+C
kde 1,je povodna hodnota obrazového bodlyl,, ,1; su hodnoty susednych boddvje tzv.sklonaC

je aditivny koeficient ParametelK sli i na normalizaciu vyslednej intenzity danéhodb. Sitavanim
hodnét okolitych bodov mé eme toti veni ahko prekroi maximélnu hodnotu farby.

Obr.2.15: 3x3 jadro konvolmého filtra.

Medzi najznamejSie konvolué filtre patria zaostrovanie (sharpening) a ranwestnie (blur), z
ktorych asto pou ivany je filteiGaussovského rozostreni@aussian Blur). alej su to rdzne zvyranva e
hran i tie reliéf (emboss). Na obrazku (Obr. 2.16) ugathe niekdko najpou ivanejSich filtrov rozmert

3x3.




1111 214 2 1191 1/5|1
1111 1121 11 1) 1 0 1/ 0
Rozostrenie Zaostrenie

0|1 0O 1 1] 1 1) 21 2, 1|0

114]|1 1181 214 2 114 1

0/ 10 1 1)1 1) 21 oO|1 2
Hrany Relief

Obr.2.16: Jadréa niektorych konvohych 3 3 filtrov

Fourierove filtre

Slu ia na identifikaciu a odstravanie periodickych poruch obrazu. Takéto kazy kajti napriklad
vo vzorkovacich mikroskopoch (konfokalny mikroskopk nie je dostatme odpru eny stél, na ktoron
mikroskop stoji. Tym padom sa moé u vibracie okalez podlahu prendSaa cellu konstrukciu mikroskopu
Interferencia tychto vibracii s frekvenciou vzorkoia vytvara na vyslednom obrazary a obraz vyzera,
akoby bol zvineny. Podobna porucha sa mé e objajiv pripade iarivkového osvetlenia, ktoré blik
s frekvenciou 50 Hz. Ak digitalna kamera itava riadky postupne pas expozicie, mb e dbjsk
interferencii blikania osvetlenia a rychlosti ¥javania, ak exponujeme pri kratkych expogch asoch
(1/100 s a menej).

innos Fourierovych filtrov je zalo ena na spracovanigstorového spektra obrazu. Spektrom
zZvy ajne nazyva znazornenie zastupenia jednotlivychkvéecii v signali. Tu teraz hovorime
priestorovych frekvenciach obrazku. Na najdeni&kspeoou ivame tzvFourierovu transformaciuvyvoj
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po ita ovych numerickych algoritmov priniesol vymo enogykona tuto, inak pomerne zlo iti operaciu
relativne efektivne a rychlo. Spominand numericl€tona sa nazyvaychla Fourierova transformécia
(Fast Fourier Transformation — FFTAa byva dokonca hardvérovo implementovana v grafickiartach

alebo v procesoroch.
innos filtra prebieha v troch krokoch:

2. Dvojrozmerna Fourierova transformacia (FFT)
3. Aplikacia masky na priestorové spektrum
4. Spéatna Fourierova transformacia

Maska je frekvemy filter, ktory sa nejakym spésobom aplikuje naldpalne transformovany obra:
Zvéa Sa ide o jedno-bitovy dvojfarebny iérno-biely) obraz s obrazcami na mieste, kde m d&

manipulacii s danouas ou spektra.

Obr.2.17: Postupinnosti Fourierovho filtra

Priestorové frekvencie sa \@huju na detaily istych rozmerov v obraze. k&efrekvencie predstavuijt
malé detaily a melé frekvencie zasa detailykyeh rozmerov. NajmenSia frekvencia pritomna naoku
predstavuje prevratend hodnotu rozmerov obrazyraamsia frekvencia zasa v pripade digitalneho abr
je dana prevratenou hodnotou vzdialenosti dvochzmwych bodov. Takyto filter teda mé eme poudj na
zvidite nenie uritej triedy detailov. Jednoducho si v spektralngjasti odfiltrujeme frekvencie, ktore
zodpovedaju detailom, o ktoré nemame zaujem amdsiam po spatnej transformécii iba objekty taky

rozmerov, aké chceme vidie

ch




Princip prace Fourierovho filtra je zndzorneny nardaku (Obr.2.17). Najprv vidime obrazc
poskodeny periodickym signélom. Na obr. (b) je aaené spektrum jeho priestorovych frekvencii. Sipk:
su pritom vyznaené oblasti, ktoré zodpovedaju frekvencii periodluk pozadia. alSi obrazok, (c), je
upravené spektrum, na ktoré sme aplikovali maskiesiymi oblasami presne v mieste filtrovanyc!
frekvencii. Jeho spétnou transforméaciu dostavamézol oisteny od periodického Sumu (d). Treba v$
upozorni, e pri tejto transforméacii sa m6 eme nechtiac wbaaj detailov, ktoré maju v smer
odstraneného Sumu podobnu periodu ako Sum. Vhdito vSak nemalo, kee sa predpoklada, e
poSkodenie svojou pritomnasu tieto detaily prekryva. Treba o takomto spravdira vedie , preto e ak

mame poskodeny obrazok, nemusi Bgurierov filter vSeliekom.
Pod a druhu pou itej masky rozliSujeme nielkm zakladnych typov filtrov (Obr. 2.18):

Hornofrekvenny priepust— odstrani nizke frekvencie, ponechd len vysolgtatal len detaily

malych rozmerov)

Dolnofrekvenny priepust —odstrani vysoké frekvencie, ponecha len nizkeafasten objekty
ve kych rozmerov bez detailov)

Pasmovy priepust ponecha len frekvencie v utom intervale, ostatné odstrani

Pasmova zadr -edstrani len frekvencie v utom intervale, ostatné ponecha

o O

Obr.2.18: Masky zakladnych Fourierovych filtrov.dglnofrekvenny priepust, b) hornofrekveny priepust, c) pasmovy

priepust, d) pasmova zadr .
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2.4 Specializované funkcie

2.4.1 Binarne operéacie

Pou ivaju sa v pripade, ak potrebujeme zvidiie zmeny, ktoré nastali v zornom poli po iiom
ase. Napriklad, ak sa objekt pohne, na prvy @adho nemusi byzrejmé, ak vSak zaznamename stay v
jednom momente a potom \alSom a pou ijeme operaciu adiania, ihne uvidime akukovek, aj nepatrnu
zmenu. Miesta, ktoré sa nezmenili budérne, naopak, tie, ktoré sa zmenili budl o torintenejSie, 0 o
va Sia bola zmena. Na obrazku (Obr. 2.19) je dialduatiych operéacii v programe ImageJ s uka kpu
réznych operéacii. Obrazky mo no iova , od itova , nasobi, deli, robi logické operacie a podobng.
Operacia sa realizuje tak, e prislusna matematigéracia sa vykona s hodnotami zodpovedajicicli si

elementoch dvoch obrazkov.

=
Image1: [Plotof12-13_wp ~|

Operation: IAdd 'I

: WZ—J
Imagez: (o iract YP =
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[~ 32-hit|oR
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Min v

ncel |

Obr. 2.19: Dialégové okno binarnych operacii v peoge ImageJ.

Vykreslenie intenzitnych priebehov v obraze

Tato funkcia nebyva Standardnou asiou komernych programov, i ke ide o pomerne jednoduch
operaciu. Niekedy potrebujeme pozneozlo enie intenzity (tzv.Intenzitny profi) po nejakej krivke.
Napriklad v mikrointerferometrii sledujeme intedarné obrazce. Su to svetlé a tmavé pruhy, ktoréSav:

pokryvaju pozorovany objekt. Pomocou tvaru a vatiakti susednych interfererych pra kov doka eme

1 =4

vyhodnoti tvar reliéfu objektu. Existuju, samozrejme soketiané algoritmy, ktoré detekuja tiet
interferenné obrazce a nasledne ich vyhodnotiaasto vSak sta, ak pozname priebeh intenzity
interferenného poa iba v jednom rozmere. Takyto priebeh mé eme matatky omnoho jednoduhSic

spracovava(Obr. 2.20).
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Obr.2.20: Intenzitny priebeh na interferograme MEM®ku umo uje rekonstruova3D profil. VySkovy rozdiel medzi dvomi

interferennymi maximami je 316 nm.

Iny priklad pou itia funkcie vykreslenia intenzithé priebehu je meranie vzdialenosti objektdv,
ich rozmerov. Rozmery mé eme mer@riamo v obrazku, opasi vSak mé eme situaciu zjednodusi

z dvojrozmernych dat, mame jednorozmernu informaciu
2.4.2 Meranie s vyu itim digitalnej mikroskopie

Meranie vzdialenosti

Meranie vzdialenosti a rozmerov jalSou jednoduchou, ale vai silnou a potrebnou aplikaciol

ktoru by ka dy Specializovany softvér k digitalnkamere mal obsahovaPri pozorovani mo no vyu i
rbzne meracie okulare, ktoré su vybavené poroviaavacstupnicami, pripadne méeme vyui
mikrometricky posun stokka mikroskopu, ktory byva opatreny stupnicou. gu po ita a sa vSak tato
innos zjednoduSuje aasto aj spresije.
Pred tym, ako sa do merania pustime, je nevyhmagréciu metdédu okalibrovaMeranie pomocou
po ita a sa realizuje tak, e do obradzku nakreslinau (alebo iny objekt) a péta zisti, aki ma dku v
obrazovych elementoch (pixeloch). Ak chceme vegi¢ skutond d ku, musime vedie, aky rozmer ma
jeden obrazovy element v naSom obrazku. Tento &dané eme jednoducho vypdta, ak pozname

ve kos elementu snimacieho prvku kamery a Zeiie mikroskopu pod vz ahu:

_Ne

Z
kdel skuto na d ka use ky v mikrometrochN je d ka Use ky v obrazovych bodocte je rozmer elementt
snimacieho prvku kamery v mikrometroclZge zvéaSenie mikroskopu (zv&enie objektivu x zv&enie
tubusovej SoSovky x zvaenie adaptréru). Treba si daozor, preto tento vah plati iba vtedy, ak sme p
nasnimani neupravovali rozmery obrazka a pri exjiogine nepou ivali funkciu na odstravanie Sumu

binning
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Obr.2.21: Dialégové okno kalibracie v programe Impdmo uje réznu kalibraciu v x-ovom a y-ovom smere.

Druha mo nos, ako okalibrova meraciu metddu je nasnimanie objektu, ktorého esgmozname.
Existuju kalibrané stupnice, ktoré su vyryté to skla tvaru podldieénikroskopického sklka. Na skliku
byva uvedeny rozmer najmensieho dielika kalibega stupnice (napr. 0,01 mm). Stuga si
odfotografujeme pre dany objektiv a kameru. Pototheme v softvéri vykona kalibraciu tak, e cez
nieko ko dielikov nakreslimeiaru a programu povieme, aka je v skutosti dlha. Tento Udaj si softvé

zapamata a vSetky merania preipe na skutoné hodnoty.
Po itanie objektov a rozmerova distriblcia astic

Po itanie objektov je vemi astd metdda najma v biolégii a geoldgii. Ak sa #@aame

=S

o koncentraciu astic (ervenych krviniek, primesi,i z n), neostdva nam niiné, iba si v zornom poli
vymedzi ur it oblas a o ami spoita , ko ko objektov vidime. Je toinnos pracna a Uunavna, najma ¢
ide o veké mno stvo vzoriek. Softvér, ktory doka e takuttofiu spini u nepatri medzi jednoduchsSie
vy aduje si uritl prax operatora pri svojejnnosti.

Uspednos metody spoiva v identifikacii objektov, ktoré ideme sgta . Najjednoduchsie je
zafarbi ich kontinualne jednou farbou. Na to slui funkgmahovania (treshold) Vymedzuje interval
farieb, v ktorom sa nachadzaju sledované objek8etky body na obrazku v tomto intervale sa pot:

zafarbia jednou farbou.

Prahovanie mo6 e vybraaj oblasti, ktoré nie su pitanymi objektami, pripadne, ako vidi@a
obrazku (Obr. 2.22), objekty nedoké& e Uplne idekti¥a . PluginObject Conuting Analyse balikulmpor

ponuka funkcialilatacia, erézia, vypl dier a odstrdnenie Sum(Obr. 2.23)

Dilatacia zmeni prazdne body susediace s okrajovymi bodreéktb na body objektuErézia

odstrani okrajové body objektivypl dier zmeni body pozadia, ktorych viac ako polovica dageh

k




bodov patri objektu na bod objekt@dstranenie Sumuzmenibody objektu, ktorych viac ako polovic

susedov su body pozadia na body pozadia.

Obr.2.22: Uk4 ka prahovania v Impore v plugine Gitj€ounting Anlyse.

Po identifikacii objektov algoritmus jednoducho sip@ samostatne stojace vyplnené plochy,qoni
moé e ur i , akd plochu zaberaju a pa@zvolenych kritérii ich rozdelido kategorii, i urobi Statistiku

rozdelenia poch ve kosti.
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Obr.2.23: Dialégové okno pluginu Object Countingadyse programu Impor.




3. Elektronova mikroskopia - SEM

Rastrovaci elektronovy mikroskop sa ukazal ako rjedaajuniverzalnejSich pristrojov na analy.

mikroStrukturalnych charakteristik pevnych latoklavhou priinou Sirokého wvyu itia rastrovaciehc

elektronového mikroskopu (SEM)je vysoka rozliSoeacchopnos pri skimani masivnych objektov.

Sériovo vyrabané pristroje dosahuji vasnosti hodnoty ~ 3 nm (30A). Nespornekei prednosou je aj
ve k& hbka ostrosti, odva a tri rady vySSia ako u opjictk mikroskopov. Veka hbka ostrosti
a jednoduchos interpretacie zobrazenych predmetov deyg ziska vyznamnu informaciu o topografi
objektov v rozsahu zv&eni od 50 do 1000 000x. Tento rozsah Zgdia s dostatmou rezervou prekryve
rozsahy zvéSeni optického mikroskopu, na spodnej hranici roasa transmisného elektrénovét
mikroskopu, na jeho hornej hranici. SEM dowu@ pozorova kontrast elektrickych a magnetickyc
mikropoli. Mapovanie rozlo enia elektrickych potélbv a meranie lokalnych elektrickych potencialav
postupy vyuivané pri hadani nefunknych asti integrovanych obvodov. Tieto postupy je mo
vykonava ako v statickom, tak aj v dynamickom re iminosti integrovanych obvodov. A v neposlednc
rade rozSirené pou ivania rastrovacieho elektréhowikroskopu je spojené aj s podstatne jednoduct
pripravou vzoriek na pozorovanie ako je to v prgpadnsmisného elektronoveho mikroskopu.

Zakladnymi asami rastrovacieho elektronového mikroskopu su jzdetektronov, suUstave
fokusujucich SoSoviek, kolektor elektronov a zolbraacia jednotka (monitor). Prvé priemyselné zaniaele
ktoré obsahovalo vSetky uvedenasti, sa objavilo na trhu vr. 1965. od firmy Cardbe Scientific
Instruments Co.

Za prveé prace, v ktorych sa popisuje pou itie ragania v elektronovej mikroskopii, s pova ovar
prace nemeckého fyzika von Ardenneho publikovarté e3oku 1938. Do existujuceho presvecovacie
elektrénového mikroskopu boli vmontované vyabwacie cievky, im boli polo ené zaklady prvéhc
rastrovacieho transmisného elektronového mikrosk@pUEM). V uvedenych pracach boli publikovar
okrem technickych aj teoretické aspekty STEM. Naeprfotografii ziskanej na takomto zariadeni k
krystal ZnO. Urychovacie napatie malo hodnotu 23 kV, z&énie 8000x a rozliSenie medzi 500 a 10
A. Fotografia so 400 riadkami bola ziskana za 20. mi

Popis prvého SEM pou itého na pozorovanie objenvaeyky bol uverejneny v praci Zvorikina a ko.

v roku 1942. Autori v praci uvadzaju, e na zosgmie topografie vzorky boli vyu ité sekundarne dtéky.

Kolektor elektrénov bol na potenciéli + 50 V vwzorke. Tok elektronov vyvolal na odpore napédy spad,
ktory bol privedeny na modulator jasu obrazovkywla vygenerovany obraz vzorky. Dosiahnuté rozlise
bolo iba okolo 1 m, o bolo menej ako dosahovali optické mikroskopy (200). V dbsledku druhe;

svetovej vojny boli prace na zdokowaani elektronovych mikroskopov prerusené. V rola48 sa na
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Cambridge University zali zaobera konStrukciou elektrénového mikroskopu Oatlye s Midlisihom.
RozliSenie ich pristroja dosiahlo v r. 1952 500MApracach na vylepSeni mikroskopov pokreal Smith.
Nahradil elektrostatické SoSovky elektromagnetickyraviedol nelinearne zosilnenie signalovkprekcia)
a oSetril astigmaticku chybu zvéazku. Everhart srifleyim privedenim optického signalu zo scintilatora

fotonasobi prostrednictvom svetlovodu podstatne zvysilikes signalu a podiel signal-Sum.

3.1 Interakcia elektronového zvazku so vzorkou

Pri dopade elektrénového zvazku na vzorku dochddmmo stvu fyzikalnych dejov, ktoré st
zékladom pre formovanie réznych typov signalov. riP@em generacia odrazenych a sekundarn
elektronov, Augerovskych elektrénov, charakterigilto a brzdného rontgenovského iarenia ako
fotbnov s energiami z oblasi ultrafialovej, viditej
i infra ervenej, transmisia a absorbcia elektronov.

Zdrojmi tychto signalov su Specifické oblasti
vy arovania, rozmery ktorych silne zavisia od
energie elektronového zvazku a atomovétisla
prvkov vo vzorke. RozliSovacia schopnos
elektréonového rastrovacieho mikroskopu nie je dana

priamo priemerom dopadajuceho zvéazku alebol

vinovou dkou elektronov ale prave rozmerm R

vy arujucej oblasti.

spojite

- X - Ziarenie

..{"sekundarna
L —— P
71 fluorescencia

Obr.3.1. Schéma interakcie fokusovaného elektrémové —= D odraz b

zvéazku so vzorkou a priestorové rozdelenie pévodu

jednotlivych druhov signalov.

= D rontgen | ——

Primarne elektrony pri dopade na pevnu latku spidpeu nymi zra kami malll as svojej enegie.

Deje sa to hlavne pri vzajomnom pésobeni medzitelekni a jadrami. Pri tychto interakciach ale daize
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k pomerne vekym odkloneniam dréh elektronov. Tieto elektronysak dostanu zo vzorky na povrch,
registrované ako odrazené elektroNepru né zra ky pri ktorych dochadza k vkym zmenam energii
primarnych elektrénov, nastavaju hlavne pri zrakkao silne viazanymi elektronmi. Tymto mechanizmc
vznika charakteristické rontgenovské iarenie. Kagnym zmenam energie primarnych elektrén
dochadza aj pri zra kach s jadrami atbmov. Vtedyesergia elektronu uvouje vo forme spojitého
brzdného iarenia. Ak dochadza k nepru nym zra kam slabo viazanymi elektrénmi vo vonkajSom obi
atomu dochadza k emisii elektrénov. Tieto elektrémju energiu mensiu alebo rovnu 50 eV a nazyvajt

sekundarne elektrony.

3.2 Elektronova optika

Prad elektronového zvazku dopadajuceho na vzorkwijeurintenzitu signalov sekundarnyc
elektrénov, odrazenych elektronov, rontgenovskyotorfov at. pri zachovani ostatnych riadiacic
parametrov. Okrem toho rozmer sfokusovaného zvézkpovrchu vzorky uuje rozliSovaciu schopnos
rastrovacieho elektrénového mikroskopu. Elektronaypficky systém je preto navrhnuty tak, aby bc
mo né dosiahnu maximalnu hodnotu toku elektrénov pro najmensSom mo nom rozmere zvazku |
povrchu vzorky. Pre spravne pou itie mikroskopujeto nevyhnutné pozn&onstrukciu optickej koldny,
innos jej jednotlivych komponentov a vedi@astavi parametre tychto komponentov aby bola dosiahr

elané kvalita obrazu.

Zdroj elektrénov

NajrozSirenejSim zdrojom elektronov v rastrovacielektronovych mikroskopoch je eraven
volfrAmové vldkno. VIakno priemeru okolo 100n je zohnuté do tvaru pismena V. Ostrie ma rozrser
100x150 m® a mé teplotu okolo 2700 K. Pri tejto teplote jégova hustota elektrénov z povrchu viaki
1,75 Alcnf. ivotnos vlakna zavisi od eraviaceho pradu a pracovnéakutlv okoli vidkna a jeho doba j
od 100 do 200 hodin. Elektrény emitované z katodytgplote 2900 K maju Maxwellovské energeticl
rozdelenie s maximom pri energii 0,25 eV a rozptylod 0 do 2 eV. Pri katéde je umiestneny Wehnel
valec s kruhovym otvorom scentrovanym s ostrim dhatdlachadza sa vo vzdialenosti pribli ne 0,5mm
katoédy a je na zapornom potencialy -200 V. Ma fumkmodulatora toku elektronov a prvej fokusaj
SoSovky. Katdda je na premenlivom potencialy -200-20 000 V. Anéda je Uzemnend. Schén
elektronového zdroja je na obr.3.2.
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Obr. 3.2. Schéma elektrénovej trysky (1 — katéda VEehneltov valec, 3 — ekvipotencidlriary, 4 — an6da, 5 — premenlivy

odpor, 6 — zdroj vysokého napétia).

Obr.3.3. Detailna schéma zdroja elektrénov mikrpskdEGA. (1 — teleso odnimatee] asti trysky, 2 — prevlema matica, 3 —
centrovacia vlo ka, 4 — Wehneltov valec, 5 — poigacia matica clony, 6 — clona, 7 — navadzaci k@i centrovacie Srouby
katddy, 9 — dr iak s volframovym vlidknom, 10 — fixacie Srouby).




Elektronové SoSovky

Na sfokusovanie elektrénového zvéazku do keédo rozmeru (50 A — 1m) na povrchu vzorky se
pou iva sustava SoSoviek kondenzora a objektivue@@enie ku ktorému dochadza je okolo 30 00
Kondenzor, ktory je v&inou zlo eny z dvoch SoSoviek okrem zmenSeniaijer hlavne tok elektrénovehe

zvazku na povrchu vzorky. Posledna fokueasSoSovka, obwyjne sa jej hovori objektiv, wrje koneny

rozmer zvazku. Elektrénovy zvazok sa fokusuje péadin magnetického pa na pohybujlce sa elektrény.

DetailnejSi obraz o fokusacii magtickej SoSovkynm no vidie na obr. 3.4. SU naom zakreslené
magnetické sildary poa H v otvore aksialne symetrickej SoSovky. Magneticklé gry prechadzaju
medzi dvomi paralelnymi polovymi eleznymi nadstamt s aksialnou symetrioltd vektor ma smer
paralelny s magnetickym pom, vektorH; je orientovany v smere kolmom na elektrénovl dgitios
a vektorH; je s optickou osou rovnobe ny. Na obr. 3.4 je tiekresleny fokusay U inok nehomogénnehc

magnetického p@ na pohybujuce sa elektrony.

Obr. 3.4. Rez axialne symetrickou magnetickou SkdovMagnetické sildary su zobrazené spolu so zlo kami magnetickéhc

po a.




3.3 Tubus VEGA

Rastrovaci elektrénovy mikroskop zobrazuje skiumamdrku pomocou tenkého elektrénovélio
zvazku, ktory formuje a rozmieta elektronova optika Sina zobrazovacich vlastnosti mikroskopu zavisi
na parametroch tohto elektronového zvazkukes elektronovej stopy, apertarny uhol a pradvo zvazku

Ve kos stopy uruje rozliSenie mikroskopu a tym aj maximalne Aghie pou itené pri zachovani
ostrosti obrazu. V&inou sa predpoklada, e stopa je kruhova a e mdsgovsky profil intenzity. Potoni
mo eme jej vekos charakterizova napr. polSirkou rozlo enia intenzity. Pokidy neexistovali vady
zobrazovania, je v&os stopy urena v podstate vkosti zdroja elektrénov a jeho zmenSenim. V praxi| j
ve kos stopy zvasSena zobrazovacimi vadami poslednej SoSovky — tibiek. Vady objektivu klesaju sc
zmensujacou sa pracovnou vzdialerms

Elektrénovy zvazok ma tvar ku a, ktorého vrcholovy uhol je dany apertirnym uhlorfm va Si je
apertarny uhol, tym SirSi je ku el a tym menSiahdka ostrosti a tym viac sa prejavuju vady objektiviu
Apertuarny uhol je mensi pri vaej pracovnej vzdialenosti a pri mensom zmenSegektiu.

Prad zvazku je ueny potom elektronov, ktoré v danomase preted zvazkom v danom priereze|.
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Ve kos prudu vo zvézku sa zvBuje s vekos ou apertirneho uhla i s J@s ou stopy. Sum na obrazovk

elektronovych rastrovacich mikroskopov je zavisty o tu elektronov, ktoré boli pou ité na ziskanir
e

uito ného signalu z ka dého vysSetrovaného elementu wzofki mensej hodnote prudu je na ziskal
rovnakého signalu (informacie) potrebné pouwdihSiu dobu snimania obrazu a naopak.

Je zjavné, e parametre zvazku sa navzajom ovpiyn Optickd sustava mikroskopu umaije pracu
v réznych re imoch, kedy je mo né uprednosva jedny parametre zvazku a druhé naopak patla

Uvadzame niektoré typicke pripady:

- Praca pri vekom zvaseni Je potrené v&é rozliSenie, vé&kos stopy musi by mald, vady
objektivu malé (pracovna vzdialendgratka), aperturny uhol maly, prad vo zvazku malfg treba

poui pomalé rastrovanie.

- Praca svekym prudom.Ve kos stopy a aperturny uhol je ey, rozliSenie malé, uitné

zva Senie malé, ale mo no pou irychlejSie rastrovanie a obraz je bez Sumu.

- Praca svekou hbkou ostrosti.Aperturny uhol musi by maly, pracovna vzdialenosve k4,

zmen3enie objektivu malé, ale kest stopy je veka a rozliSenie malé.

Tubus elektronového rastrovacieho mikroskopu jektedaové optické zariadenie, ktoré vytvaja

a polohuje elektronovy zvazok. Tubus mikroskopu V€& sklada z tychto hlavnyclsti:




Elektrénova tryska je zdrojom urychlenych elektren&klada sa z katody, Wehneltovho valf

a anody. Katoda a Wehneltov valec su

Obr.3.5. Rez tubusom VEGA a schematické znazormamlev elektrénovej optiky.

pripojené na zaporny elektricky potencial, anddaygok tubusu s Uzemnené. Katdda je tvort
volframovym vlaknom eravenym na takd vysoku teplote dochadza k emisii vaych
elektronov. Vekos napatia medzi katdédou a andédouuje urych ovacie napatielektronov a tym
aj ich energiu. Prud elektronov z trysky je chagakivanyemisnym prudomrlen je mo né meni
prikladanim zaporného potencialu medzi Wehneltadeoa katodu. Cely systém trysky sa cho
ako ,virtualny zdroj* elektronov charakterizovanye kos ou (zhruba 25 a 50 m), energiou
elektrénov (500 eV a 30 keV), emisnym pradom (803 A) a svietivosou.




Centrovanie trysky sa vykonava sustavou elektromigghkych vychyovacich cievok umiestnenyc!
tesne pod tryskou. Sldia k nakldniu elektronového zvazku emitovaného z trysky taly
vstupoval do osi optickej sustavy tubusu. Ovladgaemocou riadiaceho programu (funkgan
alignmen).Tryska je spravne vycentrovana pokig vyberana stredna, najintenzivnejSias

elektronového zvéazku a jas obrazu je najvyssi.

Spray clona je umiestnend pod centrovacimi cievkaysky. Je urena na zadr anie okrajovycl

asti zvazku emitovaného tryskou.

Dvojica kondenzorov C1 a C2. Kondenzory su silngmeséické SoSovky slu iace na zmenSovar
virtualneho zdroja elektronov.im va Sie je budenie kondenzoru tym kratSia je jeho duva
vzdialenos atym vasSie je jeho zmenSenie. Po adované zmenSenie saosiahthti va Sinou
réznou kombinaciou zmensSenia oboch kondenzorov godvoleného reimu ovladania

Kondenzory su ovladané nezavisle na ostatnych dghcProbe Current. im menSia je

po adovana vekos stopy alebo im mensSi je prad zvazku, tym \&e je budenie kondenzoroy|.

Kondenzor C1 pritom ovplywje zmenSenie elektronového zdroja a kondenzor iG®iac eSte

ve kos apertarneho uhla.

Pevna aperturna clona orezava vysledny zobrazam&ok. Je umiestnena v driaku na kon
centralnej vdkuovej trubky tubusu, pribli ne 60 npod kondezorom C2. Optimélna ¥es otvoru

v clone je 50 m.

Pomocna SoSovka IML (Inter Medial Lens) a cievkgtoevania tejto SoSovky IML Centering. IML
je magnerticka SoSovka, ktora sa pou iva ha zmemautary zvazku vstupujaceho do objektivu IM
alebo na zobrazovanie, keje objektiv O1 vypnuty. Pri zmene budenia IML dadha
k ne iaddcemu posuvaniu elelktonového zvazku odchkpf osi, a preto je treba toto posuvar

kompenzovapomocou cievok centrovania IML Centering.

Stigmator je elektromagneticky osempdlovy prvoklta sna kompenzaciu astigmatizmu v

vSetkych re imoch zobrazovania.

Rastrovacie toroidalne cievky. SuU navinuté na degich kra koch aumiestnené v dvoc
poschodiach. Cievky sU napdjené zdrojom prudu @Hovcharakteru. Frekvencia pily uje
rychlos rastrovania elektréonového zvazku, amplitida zqroke mikroskopu a teda aj z\&enie.
Amplitadu pily oboch poschodi rastrovacich cievekmo né ovlada oddelene a je tak mo nc
meni nielen zvasenie, ale aj polohpivot pointu(bod, kde elektrénovy zvazok s rastrovania
pretina os tubusu). Pridanim jednosmerného prapilek opa nezavisle v oboch poschodiach
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mo né posuva stredny zvazok. Rastrovacie cievky spolu so stignoén a pripojovacimi
konektormi tvoria jeden konStruiy blok.

Objektiv O1 je poslednou magnetickou SoSovkou tupugorda formuje vysledny elektrénov
zvazok. V be nych re imoch zobrazovania uje budenie O1 tzv. pracovnu vzdialenoso je

vzdialenos medzi vzorkou a spodnym koncom tubusu.

Tubus VEGA ma pevné apertarne clony umiestnené olamima objektivmi a nad rastrovacir

cievkami. To umo uje ve ku variabilitu pri vobach réznych zobrazovacich re imoch.

Zobrazovacie re imy VEGA mikroskopu

Zakladny re im zobrazovania je re inRESOLUTION (obr.3.6). Je ueny na zobrazovanie ®
najlepSim rozliSenim. V tomto re ime VEGA pracu@mnako ako ostatné be né trojSoSovkové mikrosko
kedy IML je vypnuta.. Kondenzory su budené programsOOM CONDNSER. Pri plnom budeni C
a clone s otvorom 50m je apertara pribli ne optimalna pre kratke praséwzdialenosti (4 a 5 mm)
a urychovacie napéatie 30 kV. Centrovacie cievky IML sU nyfe. Pivot point rastrovania a posuvania
funkcii Image Shiftsa nachadza blizko roviny objektivu O1, tak abprskskreslenie a zorné pole bob
najlepSie. Centrovanie elektronového zvazku do &s$ovky Ol sa vykonava posuvom stredne

elektronového zvazku rovnobe ne s osou O1 zmendigemernej zlo ky pradu v rastrovacich cievkach.

Re im DEPTH sa pou iva vtedy, ke je potrebné zvySih bku ostrosti. Od predchadzajuceho re in

sa liSi tym, e je zapnuta pomocna IML SoSovka.spésobi zni enie apertary dopadajuceho elektrénov?

zvazku na ukor véosti stopy. Prad vo zvazku sa pritom nezmeni. gatie cievky IML su budené tak
aby pri prepnuti z re ImuRESOLUTION do reimu DEPTH nedochadzalo k posuvu zobrazované
miesta. Efekt zvySenia lbky ostrosti sa da dosiahnwaj na be nych trojSoSovkovych mikroskopoc

vymenou apertirnej clony.

Reim FIELD sa pouiva na vyladavanie miest na vzorke. Na zaostrenie elektrdrm\avazku
vyu iva pomocnu SoSovku IML, zatia o objektiv O1 je vypnuty. Apertara zvazku je re maléd a hbka
ostrosti taka vekd, e obraz je v podstate zaostreny pri vSetkyokiahnutenych miestach na vzorke
Preto e O1 je vypnuty, neovplywuje stredny zvazok, ktory tymto nemusi prechadd&ko osi O1. Poloha
pivot pointu rastrovania sa optimalizuje abiska zorného pa. Centrovacie SoSovky IML Centerin
centruja pomocnu SoSovku IML tak, aby nedochadzafmosuvu obrazu pri zaostrovani. Jednosme
zlo ka pradu rastrovacich cievok je nastavena tky pri prepnuti z re ImuRESOLUTION do re imu
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FIELD nedochadzalo k posuvu zobrazovaného miesta. Ndeyhdohto reimu je veka stopa a

maximalne pou itené zvasenie je iba 500x.

Obr.3.6. Schéma prechodu zvazkov tubusom
v re ime RESOLUTION.

OhbiSEhéma prechodu zvazkov v tubuse
v re imeDEPH.




Obr.3.8. Schéma prechodu zvazkov tubusom
v re ime FIELD .

Obisg®éma prechodu zvéazkov tubusom
v re imeFISH EYE.




3.4 Obrazova priloha

Rastrovaci elektrénovy mikroskop VEGA TS5136MM raaddre experimentalnej fyziky FMFI UK v Bratislave.

Mikrofotografia hlavy muchy




Mikrofotografia hlavy mravca

Mikroforografia ZnS. Uka ka vekej hbky ostrosti SEMu




Mikrofotografia prvkového Standardu vanadu zobrébenv dvojmodovom re ime.ava as obrazu je zhotovena pomocou
detektora na sekundarne elektrony a prava detektaoeodrazené elektrony (Z-kontrast).

Mikrofotografia bukového dreva v re ime nizkehokilav komore (45 Pa).




4. Rastrovacia sondova mikroskopia

Pod pojmom Rastrovaci sondovy mikroskop (Scanniraipé Microscope - SPM) rozumieme ce

rad mikroskopickych metéd vyu ivajucich butunelovy jav medzi hrotom sondy (ihla s polomerc

zakrivenia hrotu radovo jednotky nanometrov {1f)) a meranym povrchom, alebo silové pdsobeniezin

hrotom sondy a meranym povrchom.

Mikroskop vyu ivajuci tunelovy jav sa nazyva Rastagi tunelovy mikroskop (Scanning Tunnelir

Microscope - STM), stas ou ktorého je zvyajne aj tzv. Rastrovacia tunelova spektroskopiatiSing

9

Tunneling Spectroscopy - STS), vyuivand hlavne maranie lokélnej hustoty stavov na povrclu

Studovanych materialov. Tieto metdédy pozname podatku STM/STS. Druhu skupinu sondovydh

mikroskopickych metdd tvoria mikroskopy, ktoré vixmju silové pésobenie medzi hrotom sonjy

a povrchom Studovaného materialu. V pripade poésabemedziatomovych sil medzi hrotom son

a povrchom hovorime o Atomovom silovom mikroskopeo(nic Force Microscope -AFM). Ak je hro

pripraveny z magnetického materialu a Studujemeneiacky material, uplauju sa magnetické sily medz

hrotom sondy a Studovanym povrchom latky a hovoroagnetickom silovom mikroskope (Magnet

Force Microscope - MFM). V sasnosti je rozvinutych mno stvo silovych metdéd aazjeme ich

akronymom SFM (Scanning Force Microscopy). V nagigéckj tabuke spomenieme aspmiektoré z nich.

Nazov mikroskopickej metédy

Name of microscopic method

Rastrovaci tunelovy mikroskop
Scanning Probe Microscope
Rastrovacia tunelova spektroskopia

Scanning Tunneling Spectroscopy

Atémovy silovy mikroskop
Scanning Atomic Force Microscope

Magneticky silovy mikroskop

Scanning Magnetic Force Microscope

Akronym
Engl.

STM [1]

STS  [2]

AFM  [3]

MFM [4]

Typ interakcie hrotu sondy a povrchu

Tunelovy jav

Tunelovy jav

Medziatbmové silové pOsobenie me izi
hrotom a povrchom

Pbésobenie magnetickych  sil  me Jzi
magnetickym hrotom son y
a magnetickym povrchom materialu

y
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Elektrostaticky silovy mikroskop Pdsobenie elektrostatickych sil me izi
hrotom sondy a povrchom materialu

Scanning Electrostatic Force microscope EFM [5]

Lateralny silovy mikroskop Ako AFM s dodatonym pésobenim |
lateralnych sil na hrot sondy

Scanning Lateral Force Microscope LFM [6]

Rastrovaci teplotny mikroskop Meranie teploty povrchov materialov

Scanning Thermal Microscopy SThM [7]

Rastrovaci blizkopmvy opticky mikroskop Interakcia optického iarenia s povrch m
v submikrometrovej oblasti

Scanning Near Field Optical Microscope SNOM [8]

Tab.4.1 Rozdelenie sondovych mikroskopickych metéd

Tunelovy rastrovaci mikroskop bol zhotoveny Binming a Rohrerom v roku 1981 v IBM Ziric!
Research Laboratory, Rischlikon, vo Siajsku. Tento typ mikroskopu predstavuje prvé zhmae,
pomocou ktorého bolo mo né zmapovdrojrozmerné povrchy vodivych tuhych latok s atéymo
rozliSenim. Za objav STM dostali Binning a Rohrebilovu cenu za fyziku v roku 1986, t.j. iba pékov

po svojom objave.




5. Tunelova mikroskopia a spektroskopia

Princip Rastrovacieho tunelové mikroskopu je zaly ena fundamentadlnom jave kvantovp

mechaniky znameho u na zatku 20-tého storoa pod pojmom tunelovy jav. Na zaklade tunelovédnaj
boli za iatkom minulého storda vysvetlené mnohé javy, ktoré na zaklade klagitkaky nebolo mo né
objasni. Ide napriklad o vysvetlenie rozpadu jadiarkych prvkov -a astice (Gamov 1928), ionizaci
atomu vodika v externom elektrickom poli (Oppenh&ini928), studenej emisie elektronov z kov
(Fowler a Nordheim 1928), tunelového javu v spojkof - vakuum — kov (Frenkel 1930) a v spojoch ko
izolator — kov (Somerfeld a Bethe 1933), ako ajtatienie a vysvetlenie principunnosti tunelovej diody

(Esaki 1957) a podanie experimentalneho dékazwtwustavov supravodov (Giaver 1960).

5.1 Tunelovy jav

Predstavme si dve kovové elektrody oddelené paien@u bariérou (v redlnom ponimani oddelené n:
vakuovou medzerou, alebo dielektrickym materialowhklasickom ponimani by cez takyto systém ner
tiec iaden prad. Ak vSak vdkuova medzera, resp. hrubielektrického materialu dostate tenk&

(rddovo jednotky nanometrov — 1(m), pristrojmi m6 eme zmeraexponencialne narastanie pradu s

zmensujucou sa Sirkou medzery, resp. hrubky drt&kho materialu. Tento jav je mo né vysvetl

pomocou kvantovej mechaniky, kde predpokladamewlmmovahu elektrénu.

Predpokladdme kov s vaymi elektronmi (V(x) = 0 v regiéne I. a lll. a V(% 0 v regione Il.)

pr.
hal




RieSenie Schrédingerovejasovo nezavislej rovnice

L 2dY ()
2m dx

+V(X)Y (X) = EY (X)

vinovafunkciaY méav regionel., Il., alll. rieSeniev tvare:

Y, (x) = Ad* +Be ™

Y, (X)=Ce** +De"*

Y, (X) = E€* + Fe™

1/2

om_ Y2 2m
kdek=P= e 2= TLyv,-E)

2

A, B, C, D, E a F su konstanty
Okrajové podmienky : funkci¥ a jej derivacia W/dx su v bodoch x=0 a x=a spojité

Hustotu pradu pravdepodobnosti v jednotlivych déagich

[ Y7/'Y* At

=7 Y /- —

2m 77X X

KoeficientpravdepodbnostprechoduD dostanemepomeruD :%
1

D = Me?*
vo WKB pribli eni (Wentzel-Kramers-Brollouin) jaVl €1

D(E) = Me *
d
K= a(xE,)dx

0

a(xE)= 22 (- EJ

2

V alSej asti si odvodime tunelovy prud v stacionarnom mépare tunelovy spoj Normalny kov — izolatc
— normalny kov (NIN).

=S




Tunelovy prud — stacionarny pripad

2N .

~N,(E- eV)f(E- ev)d J ~N,(E)a- f(E)|dE

Prudové hustota cez jednotkovu plochu je vo vSewdsttdana vyrazom:

® ®
J =env

Kde e je naboj elektronu, n  je koncentracia mmsnaboja, N(E) je hustota stavaMe grupova rychlos

nosi a naboja a

f(E)=

= le Fermihorozdelovam funkcia

Ak predpokladame prechod tunelového pradavej elektrody do pravej a opee v tvare:

djw, =eydnDy,(E,v,,V,)N(E- eV){d- f(E- eV)

d]se1 = €V,dnDye, (E,v,,V,)N(E) T (E)




1
dn= 5 f(0ck

®
K=mv
1 m’, ® 2m® @
dn=7 —  f(v)dvdv,dv, =— f,(v)dv,dv,dv,

kdef,(v) = N,(E) f (E)

i, = 2‘:]3 dv, dv,dv,v,Dy,(E,V,,V,)N,(E) f (E)N,(E- eV){1- f(E- eV}

X

) 2e
201 = 3 dv,  dv,dv,v,Dye. (E,V,,V,)N,(E) f (E- eV)N,(E - eV){1- f(E}

X

Do, (E:V,,V,) = Dy, (E,V,,V,) = D(E,V,,V,)
Pre celkovu hustotu prugu
[ PP P
. 2ent

-2
" N,(E- eV){f(E)- f(E- eV}

dv, dvdvy,D(E,v,,V,)N,(E)’

Integracia cez energiu




j:2errf’

= JENy(E)N,(E- eV){f(E)- f(E- eV}’

dv,dv,D(E,v,,V,)

_1 1 2 2\ —
E—Em\/f +Em(vy +Vz) =E, + EH
kde

1 1
E, :Em(v§+vf):§m\f
dg =my ay

vpolarnychsaradniciah
dv,dv, =2py dy

dosadenim dostavameD[E,E|)=D(E+) ] pre hustotu tuneloveho pradu

j= 47]2”9¥d5 DE) dE N(E)N,(E- eW{f(B)- f(E- eV}

Uvedeny vzah musi plati pri ur itych zjednoduSeniach aj pre priamy spaj,je vlastne skiska spravnosti
a mali by sme dostaOhmov zakon, t.j. U = R.l, resp. | = U/R. Pre firdmie D(Ex) = konStanta, resp. D(E)
=1 pre priamy spoj (nepreruseny drot) sa vyrazopie zjednodusi na:

¥

I =C dEN,(E)N,(E- eV){f(E)- f(E- eV}

¥

Pre malé napétia v okoli Fermiho energigechustota stavov konstantna, t.j.:

N,(E) = N, (0) = konst
N,(E) = N, (0) = kont

A vyraz sa nam zjednoduSi na tvar:

I = CNy, (0>N2(0>¥dE(f(E)- f(E- eV))

¥




Pri teplote T = 0 K je rozdiel Fermiho rozaeacich funkcii bu 1, alebo O:

f(E)- f(E- eV) :{lpreO<E<eV

0 preE<OaE>eV

a v konenom dosledku dostavame Ohmov zakon v tvare:

eV
1
I (T=0)= CNyy (O)NZN 0) dE= av Ohmov zakon

0

Obr.5.1 Zavislospradu od napétia pre tunelovy spoj a vodi

5.2 Rastrovaci tunelovy mikroskop

innos Rastrovacieho tunelového mikroskopu je zalo enayisie popisanom jave. Ak zoberien
ve mi ostra ihlu (s polomerom zakrivenia nieko nanometrov a desiatok nanometrov) a pribli ugku
skimanému povrchu (medzi ihlu a skimanu vzorkuopmle napétie radovo stovky milivoltov), pr
vzdialenosti hrotu ihly od povrchu vzorky radovadipetiek nanometrov zéna medzi nimi preteka

experimentalne meratey prad, ktorého véos je radovo nanoampérayl~ 10° A).

Prad medzi hrotom a vodivou vzorkou si mé eme vyjagpomocou vzahu | = J/S, kde J je prudov
hustota odvodena v predchadzajucomaim a S je plocha. Pri ttych zjednoduSeniach (hustoty stavc
N1(E), No(E) su konstantné, rozdiel Fermiho rozalacich funkcii je pre T = 0 K rovny 1) zavisi tiowey
prad iba od koeficientu pravdepodobnosti prechotkktenu cez bariéru D av kormeom doésledku

mo& eme napisavyjadrenie pre prad v tvare:

e

N




I >V exp - ﬁ\/ m(V, - E)

NajpodstatnejSim momentom je to, e tunelovy prigbanencialne zavisi od vzdialenostihrotu
a povrchu vzorky. Detailnym vyptom je mo né ukazg e pri zmened o0 0.1 nm (o je zrovnatené s
rozmerom atému) sa zmeni tunelovy prad skoro onede, t.j. desakrat. Ak by sme dokézali lineérn:
posuva hrot ponad povrch vzorky v konStantnej vzdialenastomy na povrchu predstavuju pre taky

systém nerovnosti, ktoré doka u merunelovy prid a o jeden rad. To vlastne vyulinning a Rohrer

14

pri konsStrukcii rastrovacieho tunelového mikroskopko posuvny systém pou ili piezokrystaly (krystal
meniace svoj rozmer v dbsledku prilo eného napatia) ktory pripevnili hrot. Zmenou napati na tro:
piezokryStaloch dokazali menpoziciu hrotu v x-ovej, y-ovej aj z-ovej osi a adne merali tunelovy pruc
medzi hrotom a povrchom vzorky (obr. 5.2).

Obr. 5.2 Schematické znazornenie posuvu hrotuskéchanym povrchom pomocou troch piezokrystalov.

Na obrazku 5.3 je znazornené rastrovanie povrchramegvzorky v dvoch smeroch, psim pohyb

hrotu nad povrchom vzorky je zabezpry meniacim sa napatim na piezokrystaloch.
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Obr. 5.3 Rastrovanie povrchu v x-ovej a y-ovej danelovy prud je merany iba v smeroch vyzmaych plnou iarou.
Rastrovaci tunelovy mikroskop mo e pracowadvoch médoch (Obr.5.4):

1. Maod konStantnej vySky
2. Mabd konstantného pradu

V prvom pripade sa vyska hrotu v z-ovej osigmrastrovania nemeni a v désledku nerovnosti pavi
(a na atomarnej arovni) sa meni tunelovy prud,rktameriame. Zo zmeny tunelového pradu mo er
zrekonStruovatrojrozmerntd mapu Studovaného materialu.
V druhom pripade pristroj zachovava konStantny pngtizi hrotom a povrchom vzorky. Poloha hrotu
teda musi menia na zéklade pohybu hrotu v z-ovej osi, t.j. zmeapéatia nakladaného na piezokryst
mo eme opa zrekonsStruova trojrozmerny obraz povrchu meranej vzorky atona atomarnej arovni.
Pohyb hrotu je zabezpeny zmenou napétia na prisluchajucom piezokrystdtee sa meni v dosledki

zavedenia spatnej vazby viazanej na tunelovy prad.

Obr.5.4 Princip rastrovania v méde konstantridirgtantnej vysky (a) a konstantného pradu (b)




Obr. 5.5. Realny obraz povrchu grafitu v atbmarmomiiSeni meranom na Rastrovacom tunelovom miknoskéT MDT
SOPLVER P47 na Katedre experimentalnej fyziky FMIK v Bratislave.

Na zaver je potrebné zdoéraznie Rastrovacim tunelovym mikroskopom mé eme meitza povrchy
vodivych vzoriek. Taktie je potrebné si uvedonzjednoduSenia ktoré sme urobili. Predpokladali,sme
hustota stavov Studovanej vzorky je konStantnaripgae e to tak nie je, zmena v hustote stavoséy
mohla klamne prejaviako nerovnos povrchu. Z uvedeného dévodu je vhodné neznamekyzmeveri
nezavislou mikroskopickou metdédou (v zavislosti ek Senia), napriklad Rastrovacim elektrénovy
mikroskopom, Atdmovym silovym mikroskopom a podobne




6. Rastrovacie silové mikroskopické metédy

Binning s kolegami pokraval vo vyskume rastrovacich technik a zistili,v @ripade pribli enia hrotu
na vemi malé vzdialenosti k povrchu meranej vzorky sairkgl uplatova medziatomarne sily. Zc
zakladného kurzu fyziky vieme, e najprv sa meddinaami zainaju uplatova pri a livé (atraktivne) sily,
avSak pri alSsom pribliovani sa zdnaju uplatova odpudivé (repulzivne) sily. Na obrazku 6.1
znazorneny priebeh medziatomovej sily v zavislostli vzdialenosti atomov (hrubd plnéiara)

s vymedzenim jednotlivych médov Atomoveho silovéti@roskopu.

Obr. 6.1 Zavislosmedziatomovej sily od vzdialenosti hrotu od powretzorky.

Ak by sme zobrali vani tenku ihlu a ahali by sme ju vo veni malej vzdialenosti nad povrchom vzork
v zavislosti od vzdialenosti sa budu prejavolsa atraktivne, alebo repulzivne sily. Ak je ihla ustieena
na vemi ohybnom driaku, driak sa bude ohybas zavislosti od pésobenia tychto sil medzi hrotc

a povrchom skimaného povrchu.

Obr. 6.2

im




Obr. 6.3 Jeden z typov rastrovacej sondy s ihlqog@lenim Fy. NT MDT)

Pohyb nosnika s ihlou vo vertikdlnom smere je masnéma viacerymi spésobmi. Jeden zo spdsok
je snimanie tunelového pradu medzi nosnikom a dodgtn vodivym hrotom nad nosnikom (Obr. 6.4¢
Ide vlastne o sériové zapojenie silového rastr@acimikroskopu a tunelového mikroskopu so staciamar
polohou hrotu a premenlivou vzdialenoe medzi hrotom tunelového mikroskopu a pohybujocsh
nosnika rastrovacieho sondového mikroskopu.

Druhym spdsobom snimania ohybu nosnika je zapogeamdového mikroskopu do ramena interferometr:
kde odrazovu plochu tvori pozlateny ,chrbat* nosnslondovacej ihly (Obr. 6.4b). Treti spdsob je zap
na merani zmeny kapacity, jednu elektrodu ktorejitmosnik (Obr. 6.4c). V sasnosti sa najviac pou ivajC

posledné dve metddy (obr. 6.4 d, e).

Obr. 6.4 Niekoko metdd pou ivanych pre meranie ohybu nosnikaosonn — a) tunelova metdda, b) interferometrickéduia,

c) kapacitna metdda, d) metdéda merania odrazeriehale) metdéda merania rozva enia Wheatstonovéhdikaos

OV
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V Rastrovacich silovych mikroskopoch pracujlcich bovej teplote je ohyb nosnika merarly
laserovym lGom (Obr.6.4d). Laserovy ludopada na zlatom pokryty ,chrbat‘ nosnika (kvéip3ej
reflektivite) a odrazeny lUje detekovany kvadrantovou diddou (Styri diddy raiketrovych rozmerov). Pr
ohybe nosnika v désledku silovych interakcii s pbem vzorky sa zmeni aj uhol odrazu a teda aj pz|c
stopy laserového l@a na kvadrantovej didde. Signal z jednotlivych drdd@im dava informaciu o smerg2
zakrivenia nosnika a amplitide ohybu. Z tychto &ign je nasledne mo né zrekonStruovepografiu
meranej vzorky. Princip detekcie odrazenéha g ukazany na Obr.6.5.

Obr.6.5 Princip merania ohybu nosnika hrotu kamtirvou diédou

Posledna metdda uvedena na obrazku 6.4e je poa inkvne v kryogénnych variantoch Rastrovac[

sondovych mikroskopov. Dévodom su problémy s nastanim optického systému pri nizkych teplota

S

(@ do 1.5 K), ako aj zmenou parametrov elektrogiatk prvkov. V kryogénnych SPM sa pou ivaj
va Sinou nosniky s Wheatstonovym mostikom. Wheatsanostik je pripraveny implantaciou vhodnycdh
atomov do kremikového nosnikaim vytvorime Styri odpory vykazujuce piezorezistiviav. Ohybom
mostika v jeho diagonale mbé eme megignal umerny amplitide ohybu a nasledne z talgtwatu mdé eme
zrekonsStruova topografiu meranej vzorky. Meranie odchylky ditorznym ohybom Ita do smerov a jehc

naslednou detekciou vyu iva tzv. Lateralna silovi@noskopia (Lateral Force Microscopy - LFM).




Obr. 6.6. Principinnosti Rastrovacieho silového mikroskopu

Obr.6.7 Topografia zafirovej podlo ky (ADs) pou ivanej na depoziciu tenkych vrstiev. Na x{joag-novej osi s hodnoty

rastrovacej plochy, na pravej strane je zobrazantaiebne) vyska povrchu v z-tovej osi.




Obr.6.8 Topografia Struktiry pripravenej na titaeoienkej vrstve so zobrazenim jedného prédho zosnimania povrchu na

zobrazenie vyskového prierezu Struktdry.

6.1  Magneticky silovy mikroskop

Magneticky silovy mikroskop je zalo eny na pdsobenagnetickych sil medzi hrotom pokrytoin

®
magnetickym materialom a magnetickou vzorkou. \btakpripade je sila&F pbsobiaca na hrot dana akio

gradient energie

~

® ® ®
F=N mH

kde m je magneticky moment hrotu a H je magnetipké vzorky. Predosly polhd na rekonStrukciul

<

magnetického povrchu meraného objektu je zjednaguSereto e magneticka sila nie je v dy priam
Umerna magnetizacii povrchu vzorky. Napriklad pedeni hrotu blizko povrchu vzorky bude intenzjta

magnetického p@ najvasia na hranici 2.
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Obr.6.9 Principinnosti Magnetického silového mikroskopu.

Moderné MFM pracuju iba v nekontaktnom re ime s middiou hrotu (kmitanim hrotu). V takon
pripade aproximujeme silové pdsobenie povrchu wzark hrot pomocou silového pésobenia dvc
magnetickych astic. Pre dveastice s priemerom 10 nm (pribli ne priemer hraauch vzdialenosti d = 1C
nm (zvy ajna vzdialenoshrotu od povrchu ) je pdsobiaca sila asi 5518 a gradient silyF /z» 2x10?
N/m.

Meracia technika

MFM pracuje v nekontaktnom re ime so vzdialenms hrotu od meranej vzorky asi 10 nm. Zakladn
asti meracieho systému su:
- ostry magneticky hrot pripraveny z - nemagnetigk materialu pokrytého magnetickyi

materialom alebo magnetickych supermrie ok, citlsgnzor odchylky dr iaku hrotu, mechanicky rastroive

systém vx, y a z smeroch pomocou piezokrystalov, elektronické eggmové vybavenie a zobrazovati

systém (poita ).
Na snimanie interakcie hrotu a povrchu vzorky jemégou i viacero metdd, napriklad:

nekontaktna staticka metéda
nekontaktné metdéda s vibraciou hrotu - s konStanfrekvenciou
s fazovym zavesom

NajjednoduchSou metddou je nekontaktna statickddaetV tomto re ime snimame ohyb driaku hrotu
dosledku zmeny sily medzi povrchom vzorky a hrotdfmtakom pripade je pod Hookovho z&kona
vychylka dr iaku hrotu dan& akb z=F,/c, kdeF, je normalové zlo ka sily & je konStanta spru iny (dr iak

hrotu). VV tomto re ime je rozlienie v smere osisi 10'* m a minimélna detekovated sila i, = 10** N.

'3
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Ove a citlivejSie metddy su zalo ené na oscilacii dk@éahrotu a meranim zmeny jeho rezomas)

frekvencie. Tieto metddy su zalo ené na zmene gratdi silyF' = dF/dn. Zmenou gradientu sily sa meni §j

efektivna konstanta pru iny (dr iaku hrotu), ktoj@ dana akaes = c-F', kdeF' je gradient sily v smere 0s

z, tj. F =9F,/1z. V désledku zmeny konstanty spru iny sa meni aprean na frekvencia systému

Typické zavislosti amplitudy A kmitov spru iny oddkvencie je na nasledujicom obréazku.

Obr.6.10 Zavislosamplitidy kmitov nosnika hrotu od zmeny sily mekimtom a meranou vzorkou.

Na meranie zmeny frekvencie sa pouiva viacero che®ri metéde s konstantnou frekvenci
naladime systém na frekvenoiup (~ 1¢ Hz) blizko rezonamej frekvencie a modulujeme ju nizka
frekvenciou (~ 1&Hz). Zmenu amplitidy a fazy meriame tkeck-intechnikou.

Pri metéde s fazovym zavesom naladime systéem dmaezie(w o), pri om ta je tie amplitudovo
modulovana. Pri zmengy sa zmeni aj rezonana frekvencia. Fazovym zavesom "dhujeme” frekvenciu
do vrcholu rezonamej krivky (zachovanie konStantnej amplitidy). Wito pripade je zmena gradientu si
umerna zmene frekvencie.

Citlivos je v obidvoch pripadoch porovnaté a je vaSia ako pri statickej metdde. Pre typicl

parametre = 1 N/m,w o = 1 Hz, Q=100,B= 10° Hz (Q je kvalita rezonatoraB je modulané frekvencia)
je F, » 1,3x10* N/m (vo vakuu jeQ asi 1000 &' sa zvy3uje a na ION/m.). Minimalna detekovatea

zmena sily F = 5x1&N a citlivos je asi 5x10°> m.

wy
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Obr.6.11 Uka ka magnetickej mapy noaiinformécii pou ivaného v pdta ovych pevnych diskoch. Rozmer obrazka je 14 x 1
m? (s povolenim Fy. NT MDT).

Ukéa ky dvoch typov SPM pou ivanych na Katedre expentalnej fyziky FMFI UK sU na nasledujucic
obrazkoch.

Obr.6.12 Hlavica Rastrovacieho silového mikrosk®duMDT typ SOLVER P47 s optickym mikroskopom a C&&merou pre
nastavenie laserového Hi

—




Obr.6.13 Kryogénny Rastrovaci silovy mikroskop swilora nym kryostatom Oxford Instruments Optistat SXMgwvo)
a detail hlavice Rastrovacieho silového mikroskfmravo)




7. 1SO 17025

Této akreditana norma kladie vSeobecné po iadavky na kompetentskisobnych a kalibraych
laborat6rii. Neobsahuje zakonné a bezpestné po iadavky ale obsahuje vSetky po iadavkigr& musia

skuSobné a kalibraé laboratoria spa , ak chcu preukaza e:

- Prevadzkuju systém mana érstva
- Su technicky kompetentné
- Su schopné dosahovtechnicky platné vysledky

Mo nos vynimiek z po iadaviek normy v pripade, ak labdm@im nevykonava danénnosti (napr. odber

vzoriek)

Norma sa vzahuje na oblasti:
- Systémy kvality
- Administrativne systémy

- Technické systémy

7.1 Poiadavky na mana ment

Specifikuje po iadavky na seri6zny mana ment. Siza&hrnuté v3etky po iadavky ISO 9001
aplikovatené v innosti laboratorii vratane osobitnych Specifik:

- Nezavislos, nestrannos bezuhonnos
- Pravna zodpovednos

- Kontrola konfliktu zaujmov

1 Organizacia

Laboratorium musi by pravne zodpovedné,o zahruje aj zabezpenie ochrany doévernyct
informacii a vlastnickych prav. Musia sa definozadpovednosti Ki ovych pracovnikov, aby bolo mo ne
zisti konflikt zAujmov. Zarove existuje technicky mana ment so zodpovedmesza odbornéinnosti a za
poskytovanie zdrojov. Systém mana érstva sa musih@va na stale laboratorne priestory, miesta mir

stalych priestorov i na dasné alebo mobilné zariadenia.




2 Systém mana érstva
Poiadavky na su kompatibilné s ISO 9001. Je nutné zavisgstém mana érstva a vyhlasi
politiku kvality. Zameranie je hlavne na plnenie ipdaviek zakaznika a taktie je potrebné zabeipe

celistvos systému mana érstva v pripade zmien.

3 Riadenie dokumentacie
Zah a v sebe riadenie vSetkych dokumentov. Sobwanie dokumentov je len opravnenyr
pracovnikmi, priom sa vedie zoznam dokumentov. Taktie udava oavenie dokumentov (datun

vydania, islované strany, vydavajuci organ) a riadi zmempkumentoch.

4 Preskumanie po iadaviek, tendrov a zmlav

Zmluva musi by prijate nd pre zakaznika i pre laboratorium, pm zakaznik musi by
informovany o pripadnych odchylkach od zmluvy. dgnd dokumentécia po iadaviek a zarovea vedu
zaznamy o preskumani po iadaviek vratane vyznamrgyoken. Pri zmene zmluvy je potrebné zopakoy

proces preskumania po iadaviek.

5 Subdodavky skusok a kalibracii

Subdodavky moé u by zadané iba kompetentnému subdodawaie Je nutné informovazakaznika
o subdodavke anesie sa zodpovednaa prace vykonané subdodavate (okrem legislativne
stanovenych subdodavate). Je potrebné vedenie zoznamu vSetkych subdtelavea zadznamov o dékaz
zhody s ISO 17025.

6 Nakupovanie slu ieb a dodavok

Kapitola sa venuje riadeniu dodavok ovplyicich kvalitu. Nakupované polo ky s vplyvom n
kvalitu sa mé u poui a po vstupnej kontrole, tento nakup musi lzglokumentovany. Je nutné veder

zoznamu vSetkych dodavate s vplyvom na kvalitu.

7 Slu ba zakaznikovi

Su vytvorené podmienky na spolupracu so zakaznikmim vyjas ovani po iadaviek a pri
monitorovani innosti laboratéria, zarove sa zisuje spatna vézba od zakaznika (hodnote

spokojnosti/nespokojnosti zakaznikov). Spatna v&abayu iva na zlepSovaniennosti laboratoria.
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8 S anosti

Je potrebné stanovenie politiky a postupu na rieSsm nosti, priom je nutné brado Gvahy
s a nosti nielen od zakaznikov, ale aj od inych zaiasovanych stran. Oanostiach, ich preskimani a b

napravnych innostiach je potrebné viegaznamy.

9 Riadenie nezhodnej prace pri skuSkach a/alebo kiraciach

Stanovi sa politika a postup na rieSenie situ&ady prace alebo jej vysledky nie su v sulad¢ s
vlastnymi postupmi alebo odsuhlasenymi po iadavkaakaznika. Vytvori sa mana érstvo nezhodnej priice
(zastavenie prac, vyhodnotenie nezhody, napravarniovanie zadkaznika, opatovna praca) a prijimajll s

napravné opatrenia.

10 ZlepSovanie

Trvalé zlepSovanie efektivnosti systému mana érstya ivanim: politiky kvality, cieov kvality,

vysledkov auditov, analyzy udajov, napravnych asengivnych innosti, preskimania mana mentom.

11 Napravna innos

Musi by vytvorena politika a postup pre napravnidnos , ktora zahruje analyzu prin problému,
vyberu a zavedenia ndpravnyclinnosti, monitorovania npravnychnnosti a doplnkovych audito\

(povinné v pripade problému, ktory spochyje zhodu laboratéria s vlastnymi postupmi aleb® I5025).

12 Preventivna innos

Zahr uje v sebe identifikaciu potrebnych zdrojov zlep@ma a potencialnych zdrojov nezhd
vypracovanie, zavedenie a monitoring planawmosti a zabezpenie efektivnosti preventivnyclinnosti.

Odporua sa vyu i analyzy udajov (vratane trendov), rizik a vysledkki3Sok spbsobilosti.

13 Riadenie zdznamov

Ide o riadenie zaznamov o kvalite a technickychnaémv, ktoré musia by itate né, pristupné
a chranené. VSetky zaznamy su déverné. Je potrstivdri  postupy na ochranu zaznamov v elektronicltej
forme. Pozorovania, Udaje a vypp sa musia zaznamena ase, ke sa urobili. Pévodné chyby \

zadznamoch sa nesmu vymazdebo zneitate ni .




14 Interné audity

Vypracuje sa plan internych auditov. Za planovanm@rganizovanie auditov zodpoveda MK. Intel
auditori musia by nezavisli od innosti, ktord sa audituje. Pri zisteni nezhodpgerebné prija napravné
opatrenia. Je nutné zaznamenanie oblasti audgterdiauditu a napravnyclinnosti. innosti vykonané

nasledne sa musia oveda zaznamena

15 Preskimanie mana mentom

Ide o posudenie systému mana érstva laboratoriaSabnych a/alebo kalibraych innosti s

cie om zabezpe trvald vhodnos a efektivhos a zavedenie nevyhnutnych zmien, o ktorych sa v

zaznamy. Je vytvoreny primerany a dohodnuty harm@m innosti vyplyvajucich z preskimani:

mana mentom.

7.2 Technické po iadavky

1 VSeobecne
Hlavnymi fektormi s vplyvom na spravnos spoahlivos skusok a kalibracii su

- udské faktory, priestory a prostredie, metdédy adahetvalidacie, zariadenia, nadvazno

merani, odber vzoriek, manipulacia s predmetmsahkia/kalibracie

2 Pracovnici

Mana ment laboratéria musi zabezpe kompetentnos vSetkych pracovnikov, ktori prevadzku,
Specialne zariadenia, kgnavaju skusky a/alebo kalibracie, vyhodnocujuledgisy a podpisuju skusobn:
protokoly a kalibrané certifikaty. Ak sa vyu iju zamestnanci, ktori ggave pripravuju, musi sa zabezpe
primerany dohad. Je nutné vypracovanie politiky a postupov nakpimvanie pripravy pracovnikov
Taktie je potrebné vyu ivanie internych pracovniké doh ad nad externymi pracovnikmi. Su vytvorel
popisy prace - mana éri, technicki alkovi podporni pracovnici. Uia sa osobitni pracovnici (odber
vzoriek, vykon skuSok/kalibracii, vydavanie prottikg interpretacie). Udriavajd sa zaznamy

opravneniach, kvalifikacii, kompetentnosti a vzaald.
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3 Priestory a podmienky prostredia

Umo uju spravne vykonavanie skuSok/kalibrécii. Labaiath musi zabezpe , aby podmienky
prostredia neznehodnocovali vysledky alebo nepivazneovplyv ovali po adovanu kvalitu akéhokaek
merania. Je zabezp&né monitorovanie, riadenie a zaznamenavanie podiigrostredia. Su prijate
opatrenia proti vzajomnej kontaminacii a je zabeepa kontrola pristupu do miest ovplyyucich kvalitu

skusok/kalibracii. Taktie su vytvorené opatrenazaabezpeenie istoty a poriadku v laboratoriu.

4 SkuSobné a kalibrané metody

Laboratéium musi pou iva vhodné metédy a postupy pre vSetky skisky a/atelbibracie v oblasti
svojej pbsobnosti. Patri sem odber vzoriek, magipal preprava, ulo enie a priprava predmetov
skuSanie a/alebo kalibraciu a tam, kde treba, odieggtoty merania, ako aj Statistické techniky nalyzu
Udajov zo skuSok alebo kalibracii. Zaroveexistuju navody na prevadzku doéleitych zariade
Laboratérium musi pou ivaskisobné a/alebo kalibra@ metddy vratane postupov odberu vzoriek, ktoré
Sp aju potreby zakaznika a ktoré su vhodné pre vykaméskusky a/alebo kalibracie. Prednostne sa mt
pou iva metddy publikované v medzinarodnych, regionalmgielino narodnych norméach. Metddy vyvinut
laboratériom musia byzavedené planovito a kvalifikovanymi pracovnikd@Standardné metédy musia
by odsuhlasené zakaznikom. Vyvinutd metdda sa madigmu itim validova.

Validacia je potvrdenie preskimanim a poskytnutigektivneho dbkazu, e konkrétne po iadavky r
zamySané pouitie suU splnené. Laboratérium musi validovaeStandardné metddy, laboratério
navrhnuté/vyvinuté metody, Standardné metody, kéar@ou ivaju mimo oblasich zamySaného pou itia,
a rozSirenia a modifikacie Standardnych metéd,sgbpotvrdila ich vhodnosna dané pou itie. Kalibrané
laboratérium alebo skuSobné laboratérium, ktoréomgva viastné kalibracie, musi ma musi pou iva

postupy na odhad neistoty merania pre vSetky kadibra druhy kalibracii.

Pri ur ovani neistoty merania sa musia vzig Gvahy vSetky zlo ky neistoty. Vypty a prenosy Udajov s
musia vhodnym spésobom systematicky kontrolo\Rrebieha aj validacia programového vybavenia.
zavedené postupy na neporudies a dbévernos udajov. Je zabezpené udriavanie pdtaov a

automatizovanych prostriedkov.

Komer ny softvér dodavany zo skladu (napr. programy nea@panie textov, databazy a Statisticl

programy), ktory sa be ne pou iva v ramci eného ciea, mo no pova ovaza dostatone validovany

5 Zariadenie
Labaatérium sa musi vybavivSetkymi zariadeniami na odber vzoriek, meracimsk@obnymi

zariadeniami po adovanymi na spravne vykonavani@ssk a/alebo kalibracii (vratane odberu vzorie
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pripravy predmetov na skuSanie a/alebo kalibr&puacovania a analyzy skasobnych a/alebo kaliych
Gdajov). Je splnena po adovana presndslibra né programy, opravneni pracovnici, ozs@e zariadeni,
vedenie zaznamov, navody. Taktie sa vykonavaju zikehtroly (medzi naplanovanymi kalibraciami). .
nutra ochrana hardvéru a softvéru pred nastaveniamoré ktboy mohli znehodnoti vysledky

skusok/kalibracii.

6 Nadvaznos merani

VSetky zariadenia pou ivané na skusky a/alebobkatiu vratane zariadeni na doglice merania
(napr. stavu prostredia), ktoré maju podstatny wplg presnosalebo platnosvysledku skusky, kalibracie
alebo vzorkovania, musia sa pred uvedenim do pedyadalibrova. Program kalibracie zariadeni
kalibra nych laboratérii @ musi zostavi a prevadzkova tak, aby sa zabezpk nadvaznos vSetkych
kalibracii a merani vykonanych laboratériom na ne@lodnl sUstavu jednotiek (Sl). Kalibracie, ktsgé
nedaju robi v jednotkach SI musia byzabezpeené vytvorenim nadvéznosti na prislusné Stande
(referenné materialy, Specifikované metody). Vykonavaju ap medzilaboratérne porovnavanii
Laboratorium musi maprogram a postupy na kalibraciu svojich refergich etalonov. Referené
materidly musia nadvazovana jednotky Sl alebo na certifikované refersd materidly. Musi by
vypracovany postup na manipulaciu, prenaSanie, ulo eaiepou ivanie referemych etalénov a

referennych materialov, aby sa zabranilo ich zs&eniu alebo posSkodeniu.

7 Odber vzoriek

Ak laboratorium vykonava odber vzoriek latok, métiev alebo vyrobkov pre nasledujuce skusal
alebo kalibram, musi ma plan a postupy odberu. Plan aj postup odberu ekarusi by k dispozicii na
mieste, kde sa odber vykonava. Vypracovany postapamendavania Udajov a ukonov tykajucich sa odk

vzoriek:

Postup odberu

Identifikacia osoby

Podmienky prostredia (ak je ddle ité)
Identifikacia miesta odberu

Statisticka procedira pou ita pri odbere vzoriek j@to vhodné)

8 Zaobchadzanie s predmetmi skuSania/kalibracie

Laboratérium musi ma postupy na prenaSanie, preberanie, manipulécilyrana, ulo enie,
podr anie a/alebo likvidaciu predmetov skuSanialkd@icie vratane vSetkych opatreni potrebnych
ochranu tychto predmet@roti poruseniu a na ochranu zaujmov laboratérzakaznika. Laboratorium mu:

ma systém identifikacie predmetov skusania/kalibrdere preberani predmetu skiSania alebo kalibiseie

e

ne

jeru

ina

—




musia zaznamenavSetky nezvyajnosti alebo odchylky. Musia existovpostupy a vybavenie na vyknie

znehodnotenia, straty alebo poSkodenia predmetmsesika/kalibracie

9 Zabezpeovanie kvality vysledkov
Je zabezpené monitorovanie platnosti vykonanych skusok/katb. Zaznamenavaju sa udaje

a vyhodnocuju tendre. V m&ci monitorovania:

Pou ivanie certifikovanych referenych materialov (medzilaboratorne porovnavania)
Opakovanie skusok

PreskuSanie/rekalibracia

Analyzovanie udajov

Prijimanie opatreni na napravu

10 Oznamovanie vysledkov

O vysledkoch skusky/kalibracie musi byodana jednoznaa a objektivna sprava. VSetk
informacie po adované zakaznikom je potrebné pripraa interpretaciu vysledkov skusky/kalibracie.
vytvoreny obsah protokolu o skuSkalibra ného certifikatu. Ak laboratérium zahrnie nazory
interpretacie, musi zdokumentovaodklady, na zaklade ktorych vznikli. Potrebnatige identifikacia

subdodavatev. Dodatky k protokolu o skuske/kalibreému certifikatu su iba formoualSieho dokumentu.
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Tipy a triky pri pou ivani optickych mikroskopov

Dvojity obraz:
ak méate pocit, e pri pozorovani do mikroskopu nttejity obraz, je mo né, e nemate spravne nastave

vzdialenos. Regulacia vzdialenosti je pri mikroskope me dole ita.

Parfokalny opticky systém:

ide o opticky systém, ktory je schopny udrzaostrenie aj pri zmene objektivu.

Centrovanie kondenzoru:

niektoré mikroskpy maju kondenzor priamo vycentrouari sprAvnom pou ivani u ostatnych

mikroskopov je nutné kondenzor vycentrova

Kamera na mikroskope:

niekedy sa obraz z kamery nezobrazi, preto e obaazevytvrara v spravnej vzdialenosti pred kamerou,
preto nie je vidie iaden obraz. Na niektoré mikroskopy je dokoncamdripoji fotoaparat, i be ne

pou ivanu kameru.

Ve ké zvaSenie:

pri ve kom zvaSeni (objektiv 100x) nemusi bgbraz v dy ostry. Vtedy je nutné pou imerznu kvapalinu,

ktora pomaha zaostrobraz pomocou jednoduchych zakonov optiky (inaemu).

Rovina zaostrania mikroskopu:
niekedy mikroskopy neudr iavaju rovinu zaostrenea objekt nie je zaostreny neustale. To je mo né
odstani nastavenim, pripadne dotiahnutim zaostrovacialtiskr

Osvetlenie:
pri neuplnom osvetleni vzorky len vycentrujte komziar.

istenie mikroskopu:
intenzita istenia zavisi na intenzite pou ivania. Pisteni vSak v dy pou ite pripravky a utierky uné na
istenie jemnej optiky!
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