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Predslov

Vzdelavaci program ,Modernd mikroskopia a digiakpracovanie obrazu” je reakciou na rastlici
vyznam mikroskopie vo vedeckej a technickej prakinikol na zaklade spotenskej potreby s diem
vytvorit vhodné podmienky pre vysokoSkolskych Studentovracqynikov vyskumnych pracovisk na
ziskanie odbornych znalosti ako aj &rasti v danej oblasti. V ramci projektu bolo vybudoé odborné
Skoliace centrum s potrebnym pristrojovym vybavenitaktieZ so Skoliacimi a preze&iigmi materialmi.

Tieto skript& su toho dékazom.

1%

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 tigely. ZlozitejSie
mikroskopické postupy, ktorych princip si uz vyZgdaj znalosti vysokej Skoly Zmaju pri elektrénovych

mikroskopoch adalej pri nasledujucich kapitolach o rastrovacej dsvej mikroskopii, tunelovej

mikroskopii a rastrovacej silovej mikroskopii. Z&wm je eSte popisané ISO 17025, ktoré sa tyka

laboratornej praxe a prevadzky laboratorii.

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

Zivota. Vznik novych vedeckych disciplin ako napanotechnolégie a mnohialSie si bez mikroskopie ¢
digitalneho spracovania obrazu nemoézeme vébec farnatisSnahou autorov tychto skript bolo abycésa

snr e

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

publikované. Autori vedeni snahou vysvefiednoduchsSie aj niektoré zlozitejStasti sa isto dopustili aj
nepresnosti, za ktoré gaate’om ospravediujd. Ti, ktori maji zaujem o prédenie ziskanych poznatko\),

maju moznos siahnd po odpordene;j literature.

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

Bratislava, 2008

prof. RNDr. Peter Kus, DrSc.

manazér projektul




1. Optickad mikroskopia

1.1 Opticky mikroskop

Mikroskop (opticky) je centrovana sustava dvochzZelyych spojnych SoSoviek. Prednd So3o

(objektiv) ma vémi mall ohniskovu vzdialenés

fos = 1,6 mm az 40 mm
Zadna SoSovka (okular) ma ohniskovu vzdial€énos

fox =10 mm az 50 mm

Obe SoSovky su v modernych systémoch optickych askopov vzdy zlozité optické korigované susta

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

pricom sa jedna o vzdialenbsnedzi dorazom zavitu mikroskopického objektivuosadom okularového

vytahu.

Aby sa zabezpdla najlepSia moznda kvalita mikroskopického zobrazena objektiv ako zakladni
opticku cag” mikroskopu sa kladu velké poZiadavkylatiska vykorigovania r6znych aberécii jednotlivy:
SoSovkovychélenov. Objektivy sa opticky dokonale koriguji nasitir pevne zadan( optickiizku
konStrukcie tubusu a na zadanu hrabku krycieholsklipri pozorovani preparatov na prechod sve
Z tychto dévodov je nutné dodtZzatanovené parametre systému aj pri zamenach fdzaggov optickych
systémov a najma pri pouziti systémov od roznyckerfi. Objektivy, ktoré s namontované na jedi
revolverovej hlavici, by mali i toho istého typu a mali by zodpovédpodmienke, Ze pri zamen
objektivu pootdenim revolverove] hlavice ostdva mikroskop zaostrgmripadne vyZzaduje iba jemn

doostrenie.

Optické systémy okularov slizia ako lupy k &&niu obrazu premietnutého objektivom tak, aby
okom pozorovatia vyuZzila maximélna rozliSovacia schophasbjektivu pri pozorovani malych detailo
predmetu. Okularové systémy su konStruované tak,iab predmetova rovina nezavisle od typu okule
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leZala pre pozorovdta s normalnym zrakem vZzdy v tej istej rovine. Zaiwmhdévodu sa méze okular n

mikroskope vymeniza okular s inym zv@&enim bez nutnosti preostrovaristroj.

Skrutka sr

Okular s nitkovym krizom O

Okularovy tubus

Irisova clona okularového
tubusu c/
—

Bertrandova SoSovka B
e —

Hruba skrutka s

Tubus mikroskopu T

Ly Mikrometricka skrutka ms
Y

@© Rameno stativu st
Analyzator A

Krazok uzatvarajuci otvor
[ @ pre vkladanie kompenzatoru o

Nosic objektivu s
centrujucimi skrutkami ¢ sr

g o ) Objektiv Ob
Pérovy drziak preparatu vz
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Qdap — ///.Q Otoény stol¢ek O st
O )
Kondenzator s irisovou
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[ o e Skrutka na dvihanie
kondenzatoru s

% Polarizator P
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\ Ob'!imka filtra
Osvetl'ovacie zrkadielko z

Noha stativu St

Obr. 1.1 StarSi typ polarizaého mikroskopu (Meopta)

Mikroskop je narény jemny pristroj, ktorého dobré optické vykony mdit’ vyuZzité len v spojeni <

dokonalou jemnomechanickou konsStrukciou. Ta musézpegit predovSetkym nasledujice poziadavky:

dostaténd masivnas tuhos’ a stabilita konstrukcie

dokonala cen#nog’ vSetkych optickych prvkovditane osvetlenia preparatov
rychle a bezpgmé nastavenie a zaostrenie na pozorovany predmet

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

spravne osvetlenie objektu v prechadzajucomazmhom svetle

N o g kbR

zlepSenie pozorovacich podmienok a kontrastaznbpomocou réznych optickych metod




e

Mikroskopy celkove méZzeme rozdélpod’a praktického wenia na niektko druhov, ktoré sal

vzajomne odliSuju najma spésobom osvetlenia pozongeh objektov. Su to tri zakladné kategorie:

* mikroskopy pre pozorovanie v prechadzajucom svetle
» mikroskopy pre pozorovanie v odrazenom svelte

o fluorescekiné mikroskopy

Obr. 1.2 Zakladné casti 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 apertirnou clonow; Skrutky polohovacieho

stolika

Samostatnou kategoriou mikroskopov su tzv. inver:
systémy, ktorych charakteristickou zvlaSttms je mechanickd
konStrukcia, kde objektivy (resp. revolverovd hiayi su
umiestneneé tak, Ze pozoruju obraz zdola. tentoatpdsporiadania
sa vyuziva Vv niektorych Specializovanych typoch jriiéa tzv.
metalografické mikroskopy), ale dnes sa tato kohsia c¢asto
vyuziva aj pri inych typoch mikroskopov. Jej vyhode najma

rahSi pristup ku vzorke a moZziiogmiestnenia a pozorovania

povrchov vésSich predmetov.

1.2 Vznik obrazu v mikroskope

Maximalne zvéSenie jednoSoSovkovej lupy — mikroskopu ma svojanice. Uz A. van
Leeuwenhoek vlastne tuto hranicu dosiahol’e pouzival sklenenu gtku — lupu vékosti cca 1 — 1,5
mm a s priblizne tiez takouto ohniskovou vzdialeloos Podla vz'ahu pre zvéSenie lupy zodpovedala tat
ohniskova vzdialen@szv&seniu 200 az 300 nasobnému. Z rozmerovych dévodda zvésSenie lupy
nemoznadalej zvySové, preto bolo nutné rieSproblém inym sp6sobom. Zaklad takéhoto pristudazio
uz holam’ania koncom 15-teho statia, ked’ zostrojili tzv. dvojSoSovkovy systém.

V tomto optickom systéme je objektiv jeho zakladn@g’ou, vytvara zvéseny prevrateny obra:

predmetu umiestneného pred prednou ohniskovou aaviak, aby obraz vznikol v primeranej vzdialeno

e
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za zadnou ohniskovou rovinou. Princip projekcieaah spojnou SoSovkou je znazorneny na Obr. 1.8dC

[G¢ov tenkou SoSovkou je zaloZeny na nasledujlcicbraébstiach:

e |Uce, ktoré sa Siria rovnobezne s optickou osou gaguhode SoSovkou sustigu v ohnisku
e luce, ktoré prechadzaju ohniskom sa lamu rovnobebmtickou osou
e |U¢, ktory prechadza stredom tenkej SoSovky sa nelame

e skuta:ny obraz je taky, ktory mozno priamo premiatma tienidlo (resp. matnicu)

V mikroskopickych optickych systémoch je charalgiické, Ze predmet sa nachddza tesne g
predmetovou ohniskovou vzdialeios, ¢0 znamena, Ze vytvoreny obraz jel'mé zv&sSeny. Takyto
skutatny obraz (mozno ho pozorav¥@aa tienidle) pozorujeme okularom ako lupou (Ob4).1Poda typu
okularov pozorujeme kil priamo obraz vytvoreny objektivom (orthoskopické&ildre) alebo pozorujeme
o¢nou (prednou) SoSovkou ako lupou obraz vytvorenjekilvom a kolektivom okularu , kde kolekti
ovplyviiuje rozbiehavaslicov prichadzajucich z objektivu tak, aby pdkimozno maximalny zvazok d¢av

preSiel @nicou.

Objektivy a okulare mozno vo v3eobecnosti kombiio®pticka dzka tubusu je pri w&ine typov
mikroskopov konstantna, gom celkové zvé&enie mikroskopu zrejme zavisi na ohniskovike (a tym aj
definovanom zvé&eni) objektivu a okularu. id&e premietany obraz je kmai zvaSeny ( g » 1) potom
pod’a SoSovkovej rovnice zvdenie skuttného obrazu projektovaného objektivom mozno prrileliz

vypitat’ pod’a va'ahu:
LY (1)

kde 4 je opticky interval mikroskopu &g je ohniskova vzdialenésobjektivu. Tento skutmy obraz
vytvoreny objektivom je pri zloZzenom mikroskopkalej zv&Seny okularom (Obr.1.4). K&e okular

pracuje ako lupa, jeho z&&enie mdézZzeme vyjadrnasledujuco

_ 250

fOK

Zop (2)

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

Zy = Zog-Zox (3)

ired
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Z uvedeného dbévodu, kvdli zjednoduSenému o vyrobcovia uvadzaji namiesto ohniskovy
vzdialenosti priamo z¥&enia objektivov resp. okularov. Treba viak’loa Gvahy, Ze hodnoty uvadzaneé |
jednotlivych objektivockei okularoch platia iba pre mechanickizku (a tym aj &#ku opticki) stanovent
vyrobcom. Hodnoty, ktoré vyrobcovia uvadzaju, okreho su iba priblizné a napr. pre meradiely, ked

sa utuju presné vzdialenosti v rovine predmetu, je nutey systém okalibrovapouzitim Specialnej

kalibrainej stupnice.

Celkové rozmery mikroskopov t.j. najma ich tzv. mmacicka dzka tubusu st konStruované tak, a
rozmery celého pristroja nevychadzali prili¥ké Z tychto dévodov sa pouZzivaju mikroskopickéeiyy
sve'mi kratkymi ohniskovymi vzdialendami, ktoré zabezgeju uvadzané zu@enia objektivov

a vytvorenie skuttného obrazu vo vnutri tubusu.

KedZe v klasickej dvojkomponentnej schéme, tak aktjaakreslené na Obr.1.4, okular vo forn
lupy nevytvori skutdny obraz, oko pozoruje neskity obraz. Redlny obraz sa vlastne premietne a:
sietnicu oka pomocoucnej SoSovky. S tymto javom trebaditat’ pri pripadnom snimani mikroskopickér
obrazu pomocou klasického alebo digitalneho foto@paresp. CCD kamery. Neskdhy (virtualny) obraz
za okularom musi byvtedy premietnuty na film resp. CC&8p objektivom fotoaparatu zaostrenym |
nekonéno. Tento sp6sob vSak fadiska zabezgenia potrebnej kvality obrazu nie je vhodny, preto

vyuZzivaju Specialne tzv. proj&ké okulare resp. optické konvertory, ktorymi saskliey okular nahradi.

V dnes realizovanych novSich konStrukciach a marteloovych pristrojov sa pouZiva uz takm
vyluéne opticky systém kvojkomponentného mikroskopunkie vasi klasickému usporiadaniu miern
modifikovany. VyuZivaju sa yom tzv. infinity corrected objektivy (obr.1.5.§0 znamena objektivy
korigované na nekokeu vzdialeno§ zobrazenia. Takéto objektivy maju predmetovu royikde je
umiestneny preparat, presne v prednej oniskovejineov Lite, ktoré vtejto rovine vychadzaj
z'ubovolného bodu predmetu, sa lamu tak, Zze za db@hktsa vSetky ke z jedného bodu objektu Siri
navzajom rovnobezne (aj Kepre rézne body objektu pod r6znymi uhlami k opgicksi). Zakladnou
vyhodou takejto schémy z optickéhd@alliska su prave rovnobezné zvazkyol za takto korigovanym
objektivom v tubuse mikroskopu. Rovnobezné zvaaiyZtmaju spravidla mensSie aberacie — chy
zobrazenia po prechode optickymi prvkami ako sindisa deliace kockyi iné delie svetelnych zvazkov
farebné a polarizmeé filtre a pod. Podobné pomocné prvky su dnémiveéasto pouzivanymi komponentan
v modernych mikroskopoch. Naviac, pri tejto optickehéme nezalezi na tom, na aku vzdialérss

rovnobeZné zvéazky $iria a teda mechanidg&wtubusu mozno v principe zwliubovolne.

7
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Délezitou skuténog’ou je, Ze nemozno vzajomne pauzbbjektivy korigované na koneu
vzdialenogs do mikroskopu s tubusom pre objektivy korigovaaénekonéno a naopak. Tubus mikroskoplu
vyuzivajuceho infinity corrected objektivy musi thaabudovanu tubusovid SoSovku - tzv. field lehs
(Obr.1.5). Tato sluzi na vytvorenie ské@ho obrazu v priestore vo vnutri tubusu na jehuckdak, aby sa
dal pozorové obvyklym spésobom pomocou okularu. Tubusova Sadowkd obvykle ohniskovl
vzdialenos f = 180 mm az 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

\|
objektiv
Obr.1.4. Drahy svetelnychdav v dvojkomponentnom systéme L é*:" j
optického m ! < !‘ predmet

—— neskutoCny obraz

.— Okular
A

\\
A Tubusové
So30ovky 4

N
Obr.1.5. Drahy svetelnych dav v optickom mikroskope
s objektivmi korigovanymi na nekotre
1 —— Obijektiv
. \ Vzorka
Kondenzor

Vo vSeobecnosti, objektivy mozno pri jednom pristkombinova’ s rdznymi okularmi a zadava

takym spésobom vhodné 2&knie obrazu. Na priklad: ak ma mikroskop objektivzv&Senim 40 x 0,85,
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pri pouZziti okularu zvé&ujuceho 20 x dostadvame pri pozorovani okom celkox@&Senie 800 nasobné

s okularom zv&ujucim 10 x bude toto z¥denie 400 nasobné.

Pri binokularnych mikroskopoch sasto vyskytuje binokularny nadstavec, ktory d&Sie vlastné
zv&Senie. Jeho hodnota, pokiga nerovna 1,0 x, je na tomto binokularnom nadste¥dy uvedena.
Obvykle to je zvéSenie 1,2 x alebo 1,5 x. Aby sme preto dostali\spréhodnotu celkového z#genia

mikroskopu, touto hodnotou je nutné nasahi&Senie okularu.

Z uvedeného by sa mohlo zga@e objektivy a okulare mozno skombintVabovolnym sposobom
Nezodpoveda to vSak skgtwsti, pretoZze jednak maximéalne vyuFité zv&Senie dvojkomponentnéh
mikroskopu je limitované difrakciou, ale aj tzv. Bého uzitdnym zv&Senim, ktoré definuje pouZiteé
zv&Senie z hadiska zabezgenia optimalnej kvality obrazu.Tento efekt budekdisvany v prislusnej
casti. V realnych podmienkach opticky mikroskop diaye dosahovauhlové zvéSenia (t.j. aj rozmerové

zv&sSenia v lateralnom smere) maximalne 2000 az 2566hmé.

1.3 Mechanicka konStrukcia mikroskopu a ergonomika

Typicka mechanickd schéma klasického dvojkompormdtnsystému mikroskopu je na Obr.1.
Napriek tomu, Ze sa jednd o starsi typ, princigi&a usporiadanie jednotlivych komponentov, rovrem
chod optickych ldov, neliSi od dnes vyrabanych typov. Zakladom kak&tie je masivny a dostaiwe tuhy

stojan, na ktorom su upevnen#,priamo zabudované tubus, mikroskopicky stoliksaedovaci system.

Dnesné mikroskopy maju design obvykle Kathovo trocha odlisSny, k&e spravidla tubus je organicko

sitag’ou konstrukcie, do ktorej je zakomponovany. Jelan, tako aj tvar celého pristroja&esto riadia skoér

estetickymi fiadiskami, napriek tomu sa vyrobcovia snazia zakgzpékladné ergonomické parametre. |

znamena, Ze konStrukcia sa prisposobuje viac pavkdn lepSej efektivnosti pristroja, kvali
jemnomechanickej ale aj optickej konStrukcie, kommfosti ovladania zékladnych funkcii a tie
zabezpeeniu funkcie tak, aby praca s pristrojom bola memgvné aj pri pozorovani gas niekdkych

hodin.

e
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1.4 Obsluha mikroskopu

PodloZzné skbiko s predmetom poloZzime na stolik mikroskopu a opee ho pomocou perovych
Uchytiek alebo medzi ramienka vodipreparatu. Podlozné sid umiestnime tak, aby objekt bol ned

otvorom stolika priblizne v optickej osi mikroskapu

Pri pozorovani preparatov v prechadzajucom svefldpade nutnosti upravime numerickd apertyru
kondenzoru. Pre slabozigijuce objektivy nastavime kondenzor s malou apmrtgnapr. N.A. = 0,45)

odklopenim hornej SoSovky kondenzora alebo zaciomeRre stredne alebo silne #8#juce objektivy

vyuzivdme kondenzor s jeho maximalnou numerickaert@pou. Skuténa numericka apertira kondenzoja
N.A. = 1,2 — 1,4 neprekdd vSak hodnotu 1,0 poKige medzicelnou SoSovkou kondenzora a podloZznym
sklickom vzduch. Preto pre plné vyuZitie rozliSovacdjaggmosti objektivov s numerickou apertarou jje
potrebné kvapniiimerzny olej aj naelni SoSovku kondenzora. Opticky kontakt medzi lemzdrom cez
imerzny olej zabezgéme zdvihnutim kondezora do jeho hornej polohy lsa kvapka dotkne spodne

—

plochy podloZzného skika a kapilaritou sa rozSiri na potrebnu plochu poeparatom. Potenciometror

=

osvetovacej Ziarovky potom nastavime intenzitu osvetleshjektu vhodnu pre priame pozorovanie ok¢m
alebo pre fotografické snimanie. V tomtd'atie je vSak potrebné najméa pri mikroskopickom fratmyani
bra’ do Uvahy farebné skreslenie spektrad’ ksvefujluca zZiarovka ma mensSiu teplotu vlakna (ma nizpiu

\v

tzv. farebnu teplotu) a preto jej spektrum svedappsunuté viac &rvenej oblasti. V tomto pripade |
vhodnejSie nastawioptimalnu intenzitu svetla tzv. pmou irisovou clonou na osvejucej lampe, teda nie

clonou optiky kondenzora, ktorou sa ovlada nastavweamerickej apertiry kondenzora.

Po nastaveni svetelnych pomerov zvolime na revooen menii objektiv s najmensim zedenim.

Zaostrenie mikroskopu, t.j. nastavenie tubusu nsikopu s objektivom a okularom do potrebriej
vzdialenosti od predmetu, urobime najprv s tymtgektivom, prtom vyuzivame hruby posuv zaostrerja

a az potom doostrujeme mikrometrickym posuvom. Cimtbého posuvu nastavime tak, aby bol optiméine
tuhy, aby sme mohli tubusoiimhko posuvg ale aby sa pritom tubus saméme nepohyboval a udrziave
nastavenu polohu. Tuhdshodu sa u réznych pristrojov regulujedbuzajomnym utiahnutim pravéh:
alavého justaznych gombikov alebo pomocou samostatgémbika okolo zaostrovacieho gombika. Tdto

p&ka si&asne slizi aj na pevnu aretaciu, ak chceme zaatetghiranu polohu.

K jemnému doostreniu a k preostrovaniu {bke objektu je ufeny jemnomechanicky posuy

zaloZzeny na mikrometrickej skrutke. Tento umgz obvykle nastavenie vysSky zaostrenia s jerfimosa

o

1 um resp. 2um. Zaostrovacie skrutky jemného posuvu maju obvykdehovla stupnicu (pripadne j

stupnica vyrazena na pohyblivych sankach tubusj)di¢lik zodpoveda mikrometrovému premiestneljiu
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(zdvihnutiu, spusteniu) zobrazujuceho objektivupBtca umoi#uje v pripade nutnosti meranie vzdialenojti

posuvu vo zvislom smere. V spojeni s mikroskopiclojektivom s vBkou numerickou apertarou a teda
vel’'mi malou Hbkou ostrosti - pod fim, dovduje postupnym preostrovanim jednotlivych hladinstamia
v oblasti objektu, aj priblizné zmapovanie vyskgnetlivych bodov jeho reliéfu. Rozsah mikrometrické

posuvu byva obvykle 2 mm.

Ak narazime pri jemnom zaostrovani na medznu potedolnd ¢i hornd — nemézeme uz posuvo
d’alej pohybové, preto musime najprv hrubym posuvom posualijektiv tym smerom ako sme posuv:
pri mikrometrickom posuve. Ztohto doévodu je vyhédesSte pred hrubym zaostrovanim nasta

mikrometricky posuv priblizne do jeho strednej golo

Kazdé pozorovanie mikroskopom ¢caaame so slabo zwaujucimi objektivmi a okularmi. Pc
hrubom zaostreni doostrime obraz mikrometrickymugom. Ak bol Studovany preparat prehliadnuty |
malom zvé&Seni, obvykle poZadujeme z&&nie véSie. Preto ottime opatrne objektivovou revolverova
hlavicou, bez toho, aby sme zmenili nastavené matst a nastavime silnejSi objektiv do optickej
mikroskopu tak, az zapadne perko do zarezu. Jeddatbjektivy su vypéitané a konsStruované tak (gad
predpisu prislusnej normy), Ze pri nastaveni ktokéfvek objektivu je obraz zhruba zaostreny. Je nliaé
nepatrné doostrenie obrazu mikrometrickym posuvoho. znamena, Ze po zaostreni pomoc
slabozvé@Sujuceho objektivu mbéZeme objektivovd revolverovévicu l'ubovolne otéat — vymieia’
objektivy, bez obavy o poSkodenie objekti&iuvliastného preparatu, napriek tomu, Ze pre ,naggie”
objektivy je ich pracovna vzdialentbsadovo desatiny mm. Napriek tomu, Ze tzv. parfiolldtzdialenos,
¢o je vzdialenag hornej plochy krycieho skika od dosedacej plochy zavitu objektivu pri zaosf@olohe,
je ukena normou DIN (45 mm) resp. JIS (36 mm), nie j@dré vzjomne zanie’ ani objektivy
konStruované pda tej istej normy. Kvoli vésej spdiahlivosti, doporduje sa pouZzivaobjektivy z jednej

sady tej istej firmy.

Pri pouziti silne zvéujucich imerznych objektivov sRkeou numerickou apertirou, ktoryc
pracovna vzdialengsje va’mi mala, sa musi postupavarocha odliSnym spésobom. Aby bolo mozi
umiestnt’ kvapku imerzného oleja medzi krycie gk a frontalnu SoSovku objektivu, je treba objek
najprv mierne nadvihntia potom hrubym posuvom pri stdlom sledovani polatjgktivu z boku zniZujeme
objektiv, aZ sa tento dotkne kvapky imerddalej odhadneme a nastavime vysku pracovnej vzdistena

niekd’ko desatin mm a doostrime ffadlom do okulara pomocou jemného posuvu.

Po zaostreni mikroskopu s imerznym objektivom pigakne spravnésosvetlenia preparatu. Okrer
nastavenia najvhodnejSej vysky kondenzoru pod gogim skitkom je vhodné skontrolovaovnomernos

osvetlenia plochy preparatu. Z tubusu vyberiemelérka pozorujeme zadnu SoSovku objektivu v tubu

3]

in

Wi

ri

ou

é

iv

=

se,




16

ktord plocha by mala Isyrovnomerne osvetlend. Pokie dovd'uje zabezpgenie poZzadovanej rozliSovace

—

schopnosti nastavime (zatvorime) irisova clonu lkmzdra na optimalnu Vkos’. Pri niZzSej apertlre
osvetlenia dosiahnemed&iu Hbku ostrosti a spravidla aj §&i kontrast obrazu, K&e obraz nie je v tomtc

pripade preziareny rozptylenym svetlom.

1.5 Priprava vzoriek a preparatov

—_—

Biologické objekty ako materidl pre mikroskopickézprovanie maju rad Specifickych vlastnosli.

Historicky ale aj vyznamom boli tieto objekty prvijnkde sa naplno vyuzili vlastnosti mikroskopického

zobrazovania. Roky vyskumu a dosiahnuté vysledkivonli rézne pristupy, ako biologicky materiél
pripravit k pozorovaniu. Jednou z najdélezitejSich pozZiaslavbolo zabezpenie toho, aby masivni
rastlinné pletiva resp. Zi¢ésne tkaniva boli dostatoe tenké a aspaiastane prieffadné tak, aby sa dal

pozorovd v prechadzajucom svetle.

Rastlinné pletiva sa k mikroskopickému pozorovapnpravuju najastejSie pomocou rezanidl.

rezanie sa uskutaduje bul’ rucne Ziletkou, skalpelom alebo pomocou pristroja otim.

Rez, ktory sa pripravuje ako preparat, zaujimatiwrmpolohu v@i orientacii rastliny. RozliSujeme
rezy tangenciélne, radialne, transverzalne. Vyhomisflin rezeme tine tak, Ze skalpelom resp. Ziletkcu
odrezeme niekko cm kisok a zbavime ho listov. Ziletku pouzivapokia® mozno tenkd. Pred rezanir

—

najprv zarovhdme a vyhladime hornu plochu, pritdrande, aby plocha rezu bola stéle vihka. Tenky gléto
rezieme véne Kzavym pohybom jednyniahom a smerom, nie trhavym pohybom tam &.s@éreZieme
viac rezov a najlepSie z nich nanaSame Stetcomadiy, \kde su pripravené na prenesenie na podidzn

skligko.

Rastlinné prvky, ktoré su ohybné a tenké a pretbaad’mi tazko daju uchopiprstami, vkladame
do zarezu vytvoreného v bazovej dusi. Bazovy #tsigoredtym pripravime tak, Ze odreZzeme nidkocm
dizky a nameéime na par hodin do vody. Potom kolmym rezom upmavieznu plochu a urobime do npj
rozStep do ibky 5 az 10 mm. Do tohoto zarezu vsadime vystrinkisok objektu, ktory chceme reza
stonku alebo list. Bazova duSu drZikee najvySSie medzi prstarfiavej ruky, reznu plochiiahko zrezeme
a potom reZzeme straiea objekt ako celok v tenkych platkoch. Narezardtkyl rastliny prenesieme nh
podlozné skiiko. Listy rastlin mozno refaaj tak, Ze ich niekitkokrat preloZzime a takto vzniknuty bagk

zovrieme medzi prstantiavej ruky a rezeme Ziletkou pravou rukou. Takté&anise naraz viacero vzoriek.
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Iba ¢ag’ rastlinného materialu je mozné pozordovakto bez pripravy. Objekty rastlin ale
Zivogisnych tkaniv je treba rozlaZna tenké priesvitné rezy. Cela priprava takychtdobickych vzoriek
pre pozorovanie v optickom mikroskope ma tri zakkadfdzy. Prvou je fixacia ziveého materialu

dehydracia vzorky.

Fixaciou rozumieme rychle usmrtenie Zivej hmoty ieldra pletiv fix&nymi prostriedkami, ktorymi
sa zabranidalSim samovolnym zmenam materialu. Podstatou #@eijemné vyzrazanie (denaturaci
bielkovin Zivej hmoty pésobenim fyzikalnych (zamutie, niekedy aj var) alebo chemickych prostriedk
(chemickym roztokom). Fixan4 tekutina musi rychle prenikaco najmenej posSkodzovatruktaru pletiv,
pritom by nemala zni#i schopnog ich zafarbenia. Na fixmé (tely sa casto pouzivaju nasledujuc

kvapaliny:

- alkohol

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

- glutaraldehyd

- fixacné kvapaliny s kyselinou pikrovou

- fixacné kvapaliny so sublimatom

Formalin sacasto pouziva, je vhodny najma na prané histologické preparaty, menej na vysetre

cytologické. Pletiva sa wvom dobre zafarbuju, dobre konzervuje.

Kyselina osmiela je jednym z najlepSich fikaych prostriedkov, nemeni Struktlru Zivych plefauziva
sa k fixacii zvlas pri vysetrovani roznych zloziek bunky. PouzZivaag# fixacii lipoidov, ktoré sa zarovie

sfarbuju dctierna.

Ak je objekt fixovany, je potrebné ho pripravku krajaniu na tenké platky. AvSak i pri spravn
fixacii obvykle sa objekt neda ¢nym spdsobom pomocou ostrej britvy alebo Ziletkkréagm® na tenké
platky rovnako hrubé po celej ploche a dostaéopriesvitné. Objekt okrem toho méze obsaliovea
vody, ktoru je treba odstrahiDehydratacia sa uskuituje tak, Ze sa na objekt pésobi postupne stupajt

koncentraciou alkoholu. Alkohol silne dehydrujelbgicky material a prakticky ho vysusi.

DalSia faza pripravy vzoriek sgiva v presiaknuti vysuseného objektu parafinongidggiom alebo
monomeérnou Zivicou, ktord polymerizuje a vytvoragiicku latku. Ztuhnuta latka spolu s biomaterialc
vytvaraju hmotu, ktord sa da dobre ktajpreto takto pripraveny preparat sa da nakramtenkeé platky.
Z fixovanych objektov sa takto zhotovuju platky kénniekdko tisicin az stotin mm rezanim n

zariadeniach nazyvanych mikrotomy. Niekedy sa pauriamiesto ,stuZzovania“ pomocou parafinu ale
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polymeriz&nej Zivice postup zaloZzeny na priamom zmrazenikbbjePo zmrazeni sa krdjaju tenké pléat

na zmrazovacom mikrotome.

Mikrotomy sU mechanické zariadenia $wé¢ ostrym nozom, ktory sa pohybuje po pres
vymedzenej drahe, alebo stoji v presne vymedzeaniehp a pohybuje sa objekt. N6Z musitnd@konalé
ostrie a dobru stabilitégepele. Hrabka vzorky na mikroskopovanie sa naséapojmocou mikrometricke]

skrutky s prislusnou stupnicou.

Biologickeé preparaty sé&asto vyznauju tym, Ze ich Struktdra je malo kontrastna a gtive detaily
su rovnako priekadné a’azko sa rozliSuju. Na takéto preparaty vSak jeopnettné vyui nejaki metddu
zlepSenia kontrastu. NastejSie sa vyuZiva vlastnosti pletiv resp. buniekjch niektor&asti absorbuju

lepSie utité farbiva ako ostatnéasti,¢im sa zabez@éich zvyraznenie.

Farbiva su také latky, ktoré maju schophasaza sa na pevné telesa. Farbiva ako chemi

zluéeniny existuju prirodné a umelé. Z prirodnych l&ako
- haematoxilyn, jedno z najpouzivanejSich farbiskava sa z tropického dreva kampesky.
- brasilin je chromogén z dreva fernambukovéhozpausa podobne ako haematoxilin.
- orcein sa ziskava z niektorych druhov liSajnikov.

- karmin sa ziskava zo suSenych s@askicerva nopalového, ktory cudzopasi na kaktusoch.

Pod’a druhu chromoféru rozoznavame viacero skupin acggch umelych farbiv:

- nitrofarbiva — kyselina pikrova, naftolova ZIta

- azofarbiva — oranz G, chrysoidin

- antrachinonové farbiva — alizarin

- thiazinové farbiva — thionin

- azinoveé farbiva — safranin T

- fenyl-metanové farbiva — malachitova zele

- triaminotrifenylmetanové farbiva — kysly fuchsémilinova modra

Po ukorteni farbenia sa rezy uzavieraji medzi podlozné ¢lgklia krycie skkiko do vhodného
transparentného prostredia s vysokym indexom lddhvykle sa na tentoc¢él vyuziva kanadsky balzan

¢o je prirodna Zivica, niekedy sa ako prostredieZzpauglycerin alebo gycerinova Zelatina.

Celkom odlisné principy pripravy vzoriek na mikropické pozorovanie sa pouzivaju pri skime
metalografickych a mineralogickych vzoriek. V zdosi od &elu vyskumu daného materialu pozorovar

sa uskutéiuje bul’ v odrazenom alebo v prechadzajucom svetle.

<
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Na pozorovanie v prechadzajucom svetle sa priptapugparaty tzv. tenké vybrusy s hrdbkou i
20 — 30um. Preparaty musia By oboch stran jemne vyleStené brasnymi pastami §lfovanie) tak aby

cez ne presvitalo svetlo.

Na krycom skkku sa pripravuju aj praskové preparaty z nerasttivnina sa rozbije na drobn
prasok tak, aby sa priliS nerozotierala a aby kanéxytvoril na preparat nepouditsy velmi jemny prach.
Na podlozné skiko sa preto oddelia iba drobné Ulomky a kryStaMkodnej vékosti. Pokid mozno

rovnomerne rozdrveny zrnity prasSok prikryjeme kmycsklickom ana jeho okraj nanesieme kvap

tekutiny, v ktorej budeme preparat pozormdvdvapalina ma v preparate tetel} aby sa zrna nerastov stél

priehladnejSimi. Pouzitie kvapaliny so znamym inmtexomu dovduje aj utenie indexu lomu pritomnyct

nerastov.

Niekedy je vhodné zhotavipreparat staly, dihodobo skladovatg Vtedy je najlepSie pouziako
tekutiny, podobne ako pri biologickych vzorkachztaku (v benzéne alebo toluéne) kanadského balzé
Index lomu Zivice kanadského balzdmunje= 1,540. Po odpareni rozpiaslla kanadsky balzam stvrdr

a vytvori skladovat&y mineralogickyi petrograficky preparat.

Na mikroskopické pozorovanie v odrazenom svetlprgaavuju preparaty vybrisené iba na jedr
ploche, ktora je leStena. Brusenie plochy sa uskuje pouzitim brusiva s Yeymi zrnami s ich postupnyrn
zmensSovanim. Obvykle sa na tent@eld pouziva karborundové brusivo. Podobny postup ako
mineralogickych vzorkach sa pouZiva aj pre brusenieStenie metalografickych povrchov. Hornino
materidly, ktoré maju W&U porovitos a nedaju sa takto priamo bniis lesti, sa pripravuju s vyuZzitim
nasiaknutia materialu a vytvrdnutia Zivice kanadiekbalzamu alebo umele vyrabanej vhodnej epoxidc

Zivice. Nasledne mozno plochu briisi lestt’.

1.6 Zakladné zobrazovacie komponenty mikroskopu —lgektiv a okular

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

znane komplikovany opticky systém zloZeny z viacergoBoviek.

Z hradiska optiky je vykon a kvalita objektivu najddteSim parametrom mikroskopu a mozr
povedd, Ze najma vlastnosti tohoto optického komponenttujua vysledné moznosti mikroskopickéh

optického systému z I'hdiska jeho rozliSovacej schopnosti,lk@sti zorného pka, Hbky ostrosti

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

optické chyby (aberacie).

Obr.1.6 Mikroskopické objektivy s dihou pracovnauialenogou

Mechanicka &#ka tubusu je vzdialentsod spodného okraja tubusu, kde je zévitom uchytbny
objektiv, po jeho horny okraj, kde je dosadacianhrakularu (Obr.1.7). V goatkoch vyvoja zlozenych|
mikroskopov boli konStrukcie jednotlivyatasti mikroskopu kazdého vyrobcu viacmehdpovolné, preto
aj dizka tubusu sa navzajom lidila. Ot¥kd/ tubusu sa v3ak odvija aj obrazova vzdialéraigektivu t.].
vzdialeno$ od objektivu po rovinu, kde sa premieta sknfoobraz predmetu. Tato obrazova vzdialéngs
potom spolu so zvolenou ohniskovou vzdial@lmosobjektivu definuji jeho z¥&enie. Postupom vyvoje
preto u rdznych vyrobcov prislo kditej Standardiz&cii a aj samotné objektivy s&atiabznaova’ priblizne

I rovnakym spbésobom. Zakladnymi charakteristikamiektiyov, ktoré sa zali

okular

vyznaova’ na ich povrchu, boli z¥&enie a numericka apertura.

ohnisko
jokula’ru
Obr.1.7. Schéma tubusu mikroskopu
l
|
|
N
( | opticka
| - dizka
‘ ‘ tubusu
Vo v&sine mikroskopov pouzivanych na pozorovanie v pgadehjucom
\ | e , . v s
l\ ‘ svetle, mechanickalzka tubusu byva 160 mm, ktora sa rozSirila najuigka jej
| ‘ pouzivaniu znamym vyrobcom Carl Zeiss Jena. Dnett@ mechanicka idka
| . o . : )
y| omnisko  tubusu (kde sa zapitava aj hrubka revolverového meéaj odpordand Royal
)~ objektivu . . : 8 . S o S
B Microscopical Society ako Standard pre mikroskopypjektivami korigovanymi naj
| |
i ~°blekt';’rycie konenu vzdialenos (finite corrected objective). Aj dnes vSak nieléofirmy

skicko pouzivaju odlisni mechanickdzu:

kondenzor
- M=160 mm Carl Zeiss Jena, Nikon, Olympus

apertlrna
clona
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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 mechanicku idku je pre dany typ objektivu treba reSpektouad’Zze aberacie su korigované iba iha
dant dzku a pri vdbe inych vzdialenosti vznika predovsetkym sférickgeracia.Castym praktickym
problémom u nas byvala vzajomna zamena objektiyoobeu Carl Zeiss Jenacaskoslovenskej Meopty
ktoré pouzivali iny $tandardiky tubusu a z tohto dévodu sa nemali vzajomne emi Meopta preto aj
za tymto @&elom vyrabala vymenitay tubus, ktoréhoidka sa dala plynulo nastaveved M = 150 mm do
M =190 mm.

VacSina mikroskopov je navrhnutd v ramci Deutsche $tidel Norm — DIN, japonska norma
Japanese Standard — JIS sa pouziva menej. V mdposk s objektivmi korigovanymi na kamel
vzdialenog pod’a normy DIN je vzdialenasobjekt — obraz 195 mm. Vzdialenosbjektu od zadnej|
dosadacej plochy jeho zavitu — tzv. parfokalna atetios, je vtedy 45 mm. Zostavajlca vzdialend$0
mm Kk pd’nej SoSovke okulara definuje vzdialetiakuta@ného obrazu objektivu vo vnatri tubusu ako O
mm od konca tubusového okraja-dorazu okulara. Zayiktivu je rovnaky pre obe normy DIN i JIS a o
0,7965"" (20,1 mm) v priemere, 36 TPI, 55° Whita®br.1.8). DIN objektivy su spravidla korigovama
mechanick( tFku tubusu 160 mm, JIS objektivy na 170 mm. Dnegainaji pouziva aj objektivy
s parfokalnou vzdialenésu 60 mm, ktora je vyhodna najmé pre objektivy glavané na nekotro. Takto

su konstruované objektivy s dlhou pracovnou vzd@déou.

JIS DIN

Obr.1.8. Definicia parfokalnej vzdialenosti ffachoriem

SIr ‘ww 9g

Objektova
_rovina

NIQ ‘Www G

Parfokalna

b - Pracovna
vzdialenost

vzdialenost’

Krycie sklicko

V tejto suvislosti je délezitym parametrom kon3tigkaj opticka #ka tubusu. Je definovana ak

vzdialeno§ medzi zadnou ohniskovou rovinou objektivu a skogon obrazom premietnutym d[)
ohniskovej roviny okulara (Obr.1.7). Korekcie oljgkv su vypgitané na tuto vzdialentspreto ju treba
dodrza aj kel sa do optickej drahy zavadzajialSie optické prvky. Su to predovSetkym hranoly pri
binokularnom pozorovani, hranoly ushngiice chod Idov, rézne delie vinoplochy atiez filtre. L&e

prechadzajuce vo vnutri tubusu cez takéto prvkyohadaju cca 1,5 nasobne dlhSiu optickd drahu nieZ| pr
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rovnakej geometrickej drahe prechodom cez vzducHet lomu skla je = 1,5). Takto potom moézZu

vznikn(¥ aberécie.

Dnes tieto problémy mikroskopickej praxe spojengeshanickou i optickou {dkou tubusu,
ustupuju do pozadia vEadom na konStrukcie novych pristrojov, ktoré v@Sude pripadov pouZivaju u:
objektivy korigované na neko#eo, kde dka tubusu nie je dolezita. Treba este poznathere mnohé
moderné mikroskopy dnes nemaju samostatny tubuse; ktoré sa Siria od objektivu v telesa mikroskc
a ladmu resp. ot@ju hranolmi a optickymi deimi. Dnes sa tieZasto pouZzivaju trinokularne hlavice, kc
okrem okularov na priame pozorovanie zrakom, jeaginiena aj CCD kamera resp. digitalny fotoaparat.

Existujuce konsStrukcie mikroskopickych objektivovoimo rozdeli do niekdkych kategorii pobh

nasledujucich kritérii:

1. spbsob a dokonalbkorekcie zostatkovych aberacii
vlastnosti pouzitej imerzie resp. bez imerzie
rézne optické konstrdké schémy jednotlivych systémov (SoSovkové, zrkag]lc
zrkadlovo-So3Sovkoveé)
4. poda dzky tubusu mikroskopu a vzdialenosti projekcie skného obrazu objektu
NajdolezitejSim kritériom je delenie pkadtoho, ako su tieto zlozité optické systémy dokekarigované
na dominantné aberacie t.j. najma chromaticku aberaféricki aberaciu a vyklenutie ljgo Tieto chyby

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

Chromatické (farebné) aberaciemaju pévod v tom, Ze index lomu skla — jej ,Jamst/azévisi od
vinovej dzky svetla (tzv. disperzia). k& bieleho svetla sa lamu mierne silnejSie pre ksdtinl zlozku —
fialova, modru, nez pre svettaervenej farby. Pri sustredenichy bieleho svetla do ohniska potom vznil
koncentricky duhové rozloZenie svetla a ohniskagje farebne ,rozmazané“. Chromaticka aberacia
odstraiuje pouzitim zloZzenych optickych systémov s vyaZigpojnych i rozptylnych SoSoviek s réznyr

indexami lomu.

Sféricka aberaciaje vysledkom javu, Ze pri lamavych plochach Sodkyvktoré su sférického tvart
sa Iie iduce okrajmi spojnej SoSovky lamu viac, akeeljprechadzajuce centralnéag’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

pouzitim kombinacie spojnych a rozptylnych SoSoviek

Existuju ajd’alSie druhy aberacii SoSoviek ako je astigmatizenkéma, ktoré su vyrazné najma pre bo
predmetu leziace mimo optickej osi. Pre pozorovarédmety, ktoré maju malé pEee rozmery, su

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

zabezpeenie planarity zorného fa vyjadruju planachrométy resp. planapochromaty.
Achromaty:

- sU objektivy, kde je farebna chyba upravenadamenu a modru farbu (Obr.1.9). Tento obraz
ukazuje, ako sa navzajom prekryvaju — suhlasia stloné body pre objektiv s ohniskovc
vzdialenogsou f = 10,0 mm. Achromatické objektivy sa preto Ziwaju pre mensSie z¢aenia. Ich
nevyhodou je tiez, jav sférického zakrivenia obx&gaoviny, ktoré je cittné najma pri objektivoct
s v&simi numerickymi apertirami. Aby sa tento nedostaddstranil pouzivali sa v kombinac
s tzv. kompenzmymi 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, ktorédstranené prakticky pre celé spektrum viditsho
svetla ako je to vidie na Obr.1.9. Sféricka chyba byva odstranena iagpe dve rézne farby:
Apochromatické objektivy vo vSeobecnosti maju wyS$iumerickl apertiru ako objektiv
achromatické atiez doVoju v&Siu pracovnu vzdialenés Vzhladom k ich korekciam farebnyn
chyb su vhodnejSie pre pozorovanie v bielom susdte farebnych filtrov, k& verny prenos farieb je

doélezity.
Planapochromaty:

- odstrauju vyklenutie obrazového pa. Tento typ objektivov méze Hhyachromaticky, ale spravidl:

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

Velkou vyhodou tychto objektivov je dnes aj skuog’, Ze ich mozno s vyhodou pouZivaa

premietanie obrazu na film alebo CGp.
Objektivy korigované na nekon&no:

- starSie typy objektivov, ktoré boli vyrdbané pibie pred rokom 1980, boli skonStruované tak, :
vytvarali skut@ny obraz v konénej vzdialenosti 160 mm, 170 mm resp. 210 mm agd@bmm. Pre
tuto vzdialenos tiez platilo zv&Senie, uvadzané na objektive. Moderné objektivwsak uz
korigované na nekogiel vzdialenog obrazu, takZze na strane obrazu vytvaraju kolimévaretelnée
zvazky a nemozu priamo premietnut skump obraz objektu. Ten sa ziska az pouZzitim tubysc
SoSovky umiestnenej vo vnutri tubusu. Aberacie lséykle odstranené samotnym objektivom, ale

jeho kombinaciou s tubusovou SoSovkou.cdfdou su tieto objektivy konStruované s3@u
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ohniskovou vzdialen@su, ktor4d potom umdiije aj o nigo v&Siu pracovnu vzdialenés

v porovnani s objektivmi korigovanymi na kéné vzdialenot Hodnota zvé&Senia obrazu, ktord je

=

uvedena na objektive, plati v kombinéacii s ohniskovzdialenogou tubusovej SoSovky, pre ktor
bol objektiv navrhnuty. Celkove moZzno povédde tieto typy objektivov sa nedaju pauzia

mikroskopoch inych vyrobcov, nie su vzdjomne zansEneé.

9,99 z
achromat

ElO,OO / 2 Obr.1.9. Chromaticka aberacia pre r6zne druhy adivjek
s apochromal-~.
+=10,01 \

10,02 . ; ; ; \
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1.6.1 Specialne typy mikroskopickych objektivov

AY"A)

Prevazna wu&ina mikroskopickych objektivov su Standardné atfatické alebo apochromatick

druhy objektivov pre pozorovanie v prechadzajucoetls. Okrem nich vSak existuju objektivy, ktoré 5u

optimalizované na ity druh Specializovanych uloh.

Optika zrkadlovych objektivov vyuZiva skutonog’, Ze sférické zrkadlo na rozdiel od SoSovigk
nema chromatické aberacie. Preto zrkadlové objek$iv nafastejSie vyuzivané v aplikaciach, kde pa
vyZzaduje vémi vysoka kvalita obrazw&i sfokusovania svetla pri Sirokom spektralnom rbzsaTieto
objektivy ¢asto dosahuju teoretického difeaého limitu v Sirokom spektre. i&e odrazivos zrkadlovych
pléch je taktiez Sirokospektralna, takéto objekBuyidealne pre aplikacie ako v hibokej ultrafiapeblasti,
tak aj v infr&ervenom pasme. Nevyhodou zrkadlovych objektivoicke limitovana numericka aperture,

ktord nem6ze preksa’ hodnotu A = 0,65.

Objektivy pre polarizaény a interferenény mikroskop:

- pri vyrobe optického skla (pri jeho chladnuigsto vznikaju v materiali vnatorné napétia, rovnal<

tak ako mechanickym naméhanim napriklad pri¢etia zabudovanych SoSoviek v konStruk
objektivov. Tieto mechanické napatia sa mdzu pgbogjavi’ vznikom parazitnych interferénych

Ciar, ak predmet pozorujeme v svetle polatimho mikroskopu alebo v interfekgom mikroskope.
Pre tieto druhy mikroskopov je preto nutné pougighjektivy, ktoré maju optiku bez vnutornych
napati (tzv. stress free) a su aj kondtngkvhodne upravené. Objektivyéané na danydel maja

prislusné ozngenie.




25

Episkopické objektivy:

- v mikroskopoch, ktoré su tené na iné &ely ako je sledovanie biologickych preparatpv
v prechadzajucom svetle, je nutné pozotaveprielfadny predmet tak, Ze sa osvetli zhora, zo smrjeru
pozorovania. Naviac, tieto predmety¢Siou nemusia hyzakryté krycim sktikom. Episkopické
objektivy preto musia bykorigované tak, aby s pritomnios krycieho skkika neratali a okrem)
toho, aby svetelny zvéazok osiaici pozorovany objekt prechadzal cez objektivorkttakto

slitasne sluzi aj ako osvefuci kondenzor. Dnes sad&nou pouZivaju Sirokouhlé epi-objektivy

ktoré su vypoitané na nekor@l obrazovu vzdialenésa vyZaduju preto tubusovid SoSovku. Terito
typ objektivov je potrebny pre Specializované nuoggedfické mikroskopy, ale aj mikroskop

vyuZzivaneé pri praci vo vyskume a inzinierskej praxnikroelektronike.

Objektivy vhodné pre sledovanie fluorescencie

- klasicka jednofotonova fluorescar@ mikroskopia je zaloZzena na budeni fotoluminiseer
pomocou osvetlenia latky ultrafialovym svetlom. ©ké sklo vSak toto Ziarenie pohlcuje, preto jje
potrebné zabezpe’, Ze osvdiujuce Ziarenie bude prechadziéba cez sklo, ktoré je Specialne
upravené vhodnymi prisadami tak, aby préplcsaj ultrafialové lde aspé po vinové dzky 350 —
300 nm. Skutétnog’, Ze dneSné mikroskopy pre fluorescenciu vyuziveghému s reflexnym-
episkopickym systémom osvetlenia cez objektiv, yktorsa sBasne objekt zhora osvVaje
i pozoruje, determinuje potrebu pouzivaptické sklo so zlepSenou priepustims v ultrafialovej

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

1.7 Ozna&ovanie mikroskopickych objektivov

U vyrobcov optickych mikroskopov existuje davno Ziaana prax uvadrazakladné informacie
o druhu a optickych vlastnostiach daného objektpriamo na jeho konsStrdkej schranke vhodnym
symbolickymi népismi. Na Obr.1.10 su Standardnéraskopické objektivy optimalizované na kona
vzdialenos$ skut@ného obrazu. Su tu uvedené zakladné parametré& kfmaju na podobnych objektivoc

-

uvadzané vyrobcami




26

hrabka
krycieho
sklicka

mechanicka |
dizka tubusu ‘
stupnica hrubky |
krygieho skliék; i ﬂ\lﬂmﬁ\\\ll\“\\“\l\‘
| olejova 1N
imerzia |

numericka
apertura

korekcia hribky

krycieho sklicka Nt hic

objektivu

Obr. 1.10 zZakladné parametre objektivov, ktorénsidzané na ich puzdre

Na dalSom Obr. 1.11 sU oz#enia optickych parametrov moderného typu mikrosiago
objektivu s dlhou pracovnou vzdialetios korigovaného na nekofr@l vzdialenos Ozn&ovanie
jednotlivych parametrov réznymi vyrobcami nie je veobecnosti Standardizované, preto sa u rozr
firiem mézeme stretnis odliSnymi symbolickymi skratkami. Tab. 1 prezgatviacero takychto skratiek

ktoré sa bezne vo svete pouzivaja.

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

Obr. 1.11 Ozngenia planapochromatického objektivu korigovanéhaeai@néno

lych
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Tab. 1 Symbolické ozgania pouzivané r6znymi vyrobcami na identifikovashiehov mikroskopickych objektivov

Achro, Achromat achromaticky objektiv
Apo, Apochromat apochromaticky objektiv

Plan, Plan, Plano, PlanAchro  planachromaticky objektiv,

PlanApo, planapochromat, planachromat

L, LL, LD, LWD diha pracovna vzdialendslong working distance

ELWD extra-dlha pracovna vzdialetios extra-long working distance

SLWD super-dlha pracovna vzdialefiesuper-long working distance

ULWwWD ultra-dlha pracovna vzdialenbsultra-long working distance

Oil.im, QOll, Oel olejova imerzia

HI homogénna imerzia

WI, Water, Wasser vodné imerzia - water immersion

DIC, difererény interfereny kontrast

NIC Nomarského interferény kontrast

ICS korekcia na nekori@o (Zeiss) - infinity color-corrected system (&is
CF, CFlI korekcia na nekoao (Nikon) - chrome-free infinity corrected (Nikon)
uIS univerzalny systém korigovany na nekéme - universal infinity system (Olympus)
Ph, Phase, PC, PHACO fazovy kontrast

DL, DLL, DM, BM fazovy kontrast - Dark Low, Dark Low Low, Dark Meutn, Bright Medium
PL, PLL fazovy kontrast - Positive Low, Positive Low Low

PM, PH fazovy kontrast - Positive Medium, Positive Rigontrast

NL, NM, NH fazovy kontrast - Negative Low, Negative Mediudegative High

P, Po, Pol, SF polariz&ny mikroskop - polarized light, strain free

DI, MI, Tl interfereny mikroskop, mnohokiova interferometria - multiple beam (Tolanski)
EPI osvetlenie v dopadajlicom svetle - epiilumimatio

1.8 Mikroskopické okulare

Okular mikroskopu je opticky komponent, ktory pdspbuje obraz premietnuty a 2gany
objektivomTudskému oku tak, aby sa vyuzilo Zsénie, rozliSovacia schopnoa korekcie aberacii, ab:
oko vnimalo farebne a geometricky neskresleny avs@r zaostreny obraz. Mikroskopické okulare
v&sinou skladaju z anej SoSovky a S030vky tzv. kolektivu. So3ovka kiblekresp. viadlenny stbor sa
umiestni v blizkosti obrazu, @om len malo zmeni jeho polohu alkes’. Tento SoSovkovylen viak

Sa
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zobrazi vystupnu pupilu objektivu za drutign okulara tak, Ze hlavnédel sa po prechode kolektivor
zbiehaju na &0 SoSovku. Existuje viacero druhov okularov, kt@a@ liSia zv&enim, korigovanim

chromatickej aberacie a zklenutia zornéhbepa tiez Sirkou zorného fm
Huygensov okular

— najjednoduhsSie dvojSoSovkoveé okulare, ktoré sa pajiz pre malé zu&enia (4x, 10x).
— predmetova rovina sa nachadza vo vnutri medzi $@$owv
— su vhodné pre pouzitie s achromatickymi objektigmmalym zvéSenim

Ramsdenov okular

— jednoduchy, zloZeny tiez z dvoch SoSoviek
— vhodny pre pouZitie s achromatmi S'kgm zvasSenim

Kellnerov okular

— o¢na SoSovka je zloZzend 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 2gdjuce okulare so z¥geniami 10x az 30x
— vhodné tiez ako meracie okulare so stupnicopdhyblivou)

Meraci okular

— Je spravidla ortoskopicky opticky systém
— obsahuje mikrometricky mechanicky posuv so steguna zamernym krizom v zornom poli
— rovnako ako mikroskopické objektivy, aj okulareupivaju symbolické oziania

zéakladnych parametrov

Tab. 2 NajastejSie pouzivané oztenia 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 kompenzény okular - Compensation

—
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okular
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Obr. 1.12 Z&kladné parametre uvadzané na puzdiadarov

1.9 RozliSovacia schopnasobjektivu

Ak na spojnu SoSovkd zloZeny objektiv dopada svetelna vinoplocha, okjavu refrakcie nastave
aj difrakény jav. Difrakcia na kruhovom otvore ohramjicom opticky systém zagmi, Ze svetlo sa nedi
sfokusové@ do bodu, ale sa sustredi do’me malej oblasti. V tejto oblasti vznikne zloZitej&ozdelenie
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 ad’alSie striedajuce sa minima a maxima. Polomerhmy@stencového minima je definovarly

uhloma s vrcholom v strede objektivu
Dsino = 1224 1)

kde / je vinova dzka uvazovaného monochromatického svetlaja priemer kruhového otvoru objektivd.
Ak by sme pouZili biele svetlo, difraky obrazec bude predstavévatenzitny sdet takychto difraknych
obrazcov pre jednotlivé vinovéiaky vzajomne na seba naloZenych. V pripade, ak bjekiv dopada

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

v ohniskovej rovine vyjadfinasledujuco (za predpokladu, Ze utigé maly)
fA
r=122—
12 D 2

kdef je ohniskova vzdialebné®bjektivu.
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Obr.1.13. Vytvorenie difralného
krazku v kuzeli zbiehajacich sa
svetelnych lGov

—_—

Zbiehajuce sa ke (kuzé& svetla) teda nem6zu ani v pripade ideélne koriggsta objektivov
vytvorit geometricky bod — vzdy sa vytvori tzv. diftaly krdzok ¢asto sa nazyva Airyho)Je to dané
vinovou povahou svetla. Difréky kraZzok je tym mensSi (a tym aj rozliSovacia saimg objektivu),cim sa
lice svetla zbiehaju pod &&im uhlom.

Difrakcia na kon&nych rozmeroch otvoru objektivu jdd¢ovym javom aj pri vytvarani obrazi

v mikroskope, kde wduje jeho maximalnu rozliSovaciu schoptio$reba poveda Ze absolutne z¢&enie

obrazu vytvaraného mikroskopom, falliska jeho vykonnosti a kvality nie je dolezité.

V mikroskopickej technike sa schoptioozoznd najmenSie detaily na pozorovanom objekte |sa
obvykle neudava v uhlovom rozliSeni ale pomocoblitgej vzdialenosti dvoch bodov na objekte, kieré

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

skutany obraz, je na Obr. 1.15. Minimalna vzdialehamedzi dvoma bodmi objektu emitujucini
nekoherentné monochromatické svetlo (vzdialéryosa Obr. 1.15) najdeme z podmienky, Ze stredy dvpch

nezavislych difraénych-ohybovych obrazcov, ktoré vznikaju v rovineitskného obrazu (vzdialenty )

sa nachédzaju prave vo vzdialenosti definovanejkeatériom Rayleigha. Tato podmienka hovori, Ze dIT/
body mozno rozligi ak im prislichajuce difraké obrazce su vo vzajomnej vzdialenosti tak, Zedsir
jedného obrazca bude v tmavom kruzku druhého oaradao/h’adom k symetrii obrazcov plati aj obraterje.

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

Obr. 1.14. Airyho difra&ny krizok a vzdjomné prekrytie krizkov pri
Rayleighovej limitnej polohe
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Na Obr.1.15. je objektiv pre ndzortiosakresleny ako zloZzeny s tym, Ze medzi jeho dvéteami je
rovnobezny zvazok tiov, preto vZah (1) méZeme napida tvare
y'= 1221q 3)

D
kde p’ je vzdialenog sfokusovania svetelného zvézku do roviny zobrazedipodobnosti trojuholnikov

ktoré vytvara Id iduci stredom zobrazujaceho objektivu vyplyva wrdpy vza'ah medzi vzdialendami

(laterarnymi rozmermi) na strane obrazovej a predugg, preto mozno pisa

Y
q

(4)

o <

A
= 2—
12D

kde p je vzdialenas pozorovaného predmetu od objektivu (presnejSiezfmienom objektive k jehc

predmetovej hlavnej rovine).

o A
‘ ,_/::'_ Obr.1.15 Schéma chodwliv v mikroskopickom
o - objektive — difrakcia na jeho otvore
p <

Aby sme nasli véah medzi vékog'ou predmetwy a jeho obrazom v obrazovej rovige budeme

uvazovd tzv. sinusovu podmienku chodway

()

nysing =n'y'sing’

kden, n" su indexy lomu prostredia pred a za objektivordeinlomu prostredia za objektivom a v rovil
zobrazenia je rovny priblizne=1,0 (vzduch), av3ak v predmetovej oblastn6zZe by ¢asto véSie ako 1,0,
pretoZe v optickej mikroskopii s&sto pouZiva imerzia na zlepSenie rozliSovacej mobsti. Sinusova
podmienka, ktoru sformuloval Abbé, musitbgplnena aj pri zlozitych systémoch objektivov, aay
zabezpéilo potlacenie ich aberacii. Na zaklade tejto podmienky a&Zenim toho, Ze uhat' je vzdy
dostaténe maly (vzdialenasq byva obvykle 160 mm i viad) byva niekdko mm) dostaneme vyraz pr

rozliSovaciu schopndsnikroskopického objektivu

e

v
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011
nsino

R= (6)
kdeR = ymin je najmensia vzdialentslvoch bodov predmetu, pri ktorej sme schopny ief&etifikovar’, Zze
sa jednd o dva nezavislé body. Z uvedeného vyrgplywa, Ze rozliSovacia schoprntosnikroskopu je

zavisla iba od tzv. numerickej apertary

A=nsing 7)
Potom
0614
R -
A (8)

Pri odvodzovani wahu (8) sa zladiska optického brala do Uvahy podmienka vzajom
nekoherentnosti dvoch bodov predmetu, ktoré botoepaé v obraze rozliSiTato podmienka vSak pre dv
vzajomne blizke body (mysli sa vzdialefigsorovnaténa s vinovou tfkou svetla) pri osvetleni svetlor
kondenzora nemusi Byuplne splnena. Aj ztohoto dévodu E. Abbe vyslettytvorenie obrazu

v mikroskope na principoch difrakej optiky a interferetného javu.

Pri dopade/odraze svetla na mikroskopickych obktmezavisle od tohdj objekt ma vyrazne
periodicku Struktdru alebo len nepravidelne rozieZeletaily, mdéZeme takyto objekt z fiatiu principov
difrakénej optiky povaZzovidza subor harmonickych mriezok s réznymi periédaraplitidami.Pri osvetlen
takejto Struktary vznikd na detailoch objektu dite a difrakciou ,roztriedené” bie vchadzaju do
mikroskopického objektivu. Kvoli zjednoduSeniu sggstavime najjednoduchsi objekt vo forme pravigiel
periodickej mriezky (Obr. 1.16). Peridéda tejto mikg je vtomto pripade zakladnou charakteristik

objektu a rozliSovacia schopnosikroskopu znamena schoprigezlisi’ ¢im mensiu periddu.

Zvazok paralelnych kiov, ktoré prejda mrieZkou sa po prechode objektivonteli tak, Ze rovnake
priestorové frekvencie (t.j. é& vaii optickej osi pod rovnakym uhlom) sa sustrediahmiskach vySSich
difrakénych radov. Poloha tychto maxim je dan& podmienkou

dsinoc =mA (9)

kded je perioda mriezky a je difralkcny uhol zodpovedajuci difr&ékému radum. Na optickej osi teda lez
maximum nulového radu (m = 0), maximam prvych radogpoveda difratny uhol

tsinog; :% , (20)

nej

=

h =4

u
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Skutoény obraz Clona okularu

Obr. 1.16 Difrakna tedria vytvorenia obrazu v mikroskope

‘,"“J pre maxima druhého radu plati
+sinog, = 2 11
| - 2 d ( )

a rovnako aj pre vyssie rady.

PretoZe tentokrat predpokladame, Ze difrékmaxima su

y __ =l tvorené vzajomne koherentnymi ¢dmi, v rovine vytvorenia
/N A ohniskova
/] \\ /‘3\\\ vzdialenost’

skutatného obrazu tieto vinoplochy interferuju vytvarajéak

vrovine opticky zdruzenej s predmetovou rovinoupraz
predmetu. Vlastnosti tohoto skdt@ho obrazu su teda cené

difrakénymi  maximami vytvaranymi v ohniskovej rovin

174

Mriezka

objektivu. V tejto rovine, ktord mozno matematicpisa ako
rovinu, kde nastava difrakcia Fraunhofera, sa \wgvdzv.
spektrum priestorovych frekvencii predmetu. Ztohge tiez
vidiet, Ze pre vytvorenie verného obrazu v obrazovejmeve
nutné zabezpe® vzajomnd interferenciu tiov iddcich od
vSetkych difraknych maxim spektra. Z konstriiého tradiska vSak su difrgké uhly, ktoré je schopny
mikroskopicky objektiv zachytj obmedzené do maximalne 70°-75°. Preto aj pre adioaliSovace]
schopnosti objektivu mozno vytiZieto hodnoty. Na druhej strangm menSi je detail objektu tym &&ie
su difrakéné uhly I&ov. Vstupny otvor objektivu je seny uhlom 2 medzi dvoma krajnymi kami, ktoré
prichadzaju od objektu ku krajom vstupnej SoSov®ir(1.17). Ak uhob je menSi ako uhol difrakcie, ktor:
zodpoveda spektram prvého radu (10), potom sa #ooskopu dostanu iba dé od centralneho maxime
V tomto pripade sa nemdze v rovine zobrazenia vitvobraz mriezky, ké&Ze nevznikne interferenci
z dvoch difraknych maxim. Takto sa v rovine skuat@ho obrazu objavi iba rovnomerne osvetlena plotha

zodpovedajluca VY&osti osvetleného objektu. Ak zabezjmee podmienku

. A

sing = —
obidve difrakné maxima vytvoria interferenciu a tym aj obraze®ky s periodow. Obraz mriezky v3ak
nebude ,dokonaly“, ké&Ze priebeh intenzity v obraze bude harmonickycqm objekt-mriezka mél

skokovity priebeh tmavych a pritddnym medzier. Aby sme zabe#jlievernejSi prenos v obraze predmet

—

musime zvé&sSit’ uhol, pod ktorym vidno predmet-mriezku a pretiiek vysSie difrakné rady.




34

V pripade, Ze sa medzi predmetom a prvou SoSovkfekiivu nachadza prostredie s indexom lor
odlisnym od vzduchun(= 1,0), svetlo difragované za mrieZkou sa budé& phostredim s indexom lomu
avinova dzka tohoto svetla sa skrati — nasobne. Vtedy podmienka pre rozliSovaciu scbapbude

nasledujuca

A

d =R=—
MIN nsing

(13)

Tento vz’ah plati presne za predpokladu, Ze objekt bol tmwetrovnobeZznymi zvdzkom v smere optick
osi. V praxi sa vSak vo svetle kondenzora vyskyane&na ¢ag’ lu¢ov, ktoré sa Siria W optickej osi pod
uhlom. Ak osveltujdci It dopada pod uhlors k osi mikroskopu a difraguje pod uhlom , pre podmienku

difrak¢nych maxim plati
o, A
sing’ —sing = ma . (14)
Z tohoto vzahu a podmienky, aby cez objektiv presli prvé aéndifrakiné maximum, dostaneme vysledr

vyraz pre definiciu rozliSovacej schopnosti mikrasi poda Abbeho

R = 051 =0,5/1
nsino A ' (15)

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

nekoherentné osvetlenie.

Vztahy (6), (8) resp. (15) ukazuju, Ze pdkreeberieme do Uvahy moznogyuzitia kratSej vinovej
dizky, ktora je zné&ne obmedzena tym, Ze pouzivame biele svetlo, nok#erpertira je vlastne jedin
parameter, kde mozno dosialirtechnické zlepSenie. Mikroskopicky objektiv vytw&braz tak, Ze snimi
kuzd’ svetelnych Igov vychadzajucich z kazdého bodu predmetu. Rozbatigohoto kuzéa svetla ma
teda Kucovy vyznam (Obr. 1.16). Pojem numerickej apert@éry jmikroskopii Kacova veltina, od ktorej
zéavisi rozliSovacia schopnyshibka ostrosti a svetelnpbsobrazu. VaSia numerickd apertira znamel

v&Siu rozliSovaciu schopno®bjektivu, ale tieZ mensidlbku ostrosti.

KedZe technicky nie je mozné zkonsStruévaikroskopicky objektiv tak, aby zachytil djalivo aj
lGce iduce pod uhlons = 72°, hodnotu numerickej apertiry mozno &idiba pouZzitim tzv. imerzie, t.j.
kvapaliny s indexom lomu ¥8im ako vzduch (Obr. 1.18). Na tentéelisa s uspechom pouzivala

destilovana voda, jej index lomu n = 1,33 je vS&§in ako index lomu imerznych olejov. Donedavnarnae

—

u

y

g
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pouzivany cédrovy olej ma index lomu n = 1,51, dbesny synteticky olej m& index lomu n = 1,515. Je
moZzné pouiiaj monobromnaftalén s vysokym indexom lomu n 6 lidory vSak je zdraviu Skodlivy.
|
|

LN | NA=025
26

Obr. 1.17 Vysvetlenie pojmu numerickej apertury gva rozne

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

vzduch olej
NA=0,95 NA=14
72° 67°

Obr. 1.18. Pouzitie imerzie a chodd¥ osvetlenia predmetu

Pri aplikovani imerznej kvapaliny nielen zvySujememerickl apertiru ale zisklavame dglSie
vyhody. Pri suchych objektivoch bez imerzie pritostnkrycieho skléka negativne vplyva na véinu
sférickej aberacie. Ztohoto dbévodu napr. je potéeldodrza hrubku krycieho sktka taku, aby
zodpovedala hodnote, pre ktoru je objektiv naviandéSinou je to hribka 0,17 mm alebo v rozsahu 0J15
— 0,20 mm, tato hodnota byva na objektive uved&naapriek tomu, Ze pouzijeme spravnu hrabkudcsidj
na jeho hornej stene a na vstupnej ploche SoSdvjekiivu nastava silny lom &dv. Nie je to Ziaduce uz aj
kvéli vznikajucemu totdlnemu odrazu na hornej pkckklika, ktory zapdinuje parazitné reflexie.
V pripade tzv. homogénnej imerziedkea index lomu imerznej kvapaliny priblizne rovndeéxu lomu skla
(tj. n =1,5), hrubka krycieho skika ani zbytoné reflexy nemaju vyznam a podporuju tak dosialeniti
lepSej rozliSovacej schopnosti mikroskopu.

Maximalnu hodnotu rozliSenia optického mikroskopozmo dosiahniiak pouzijeme modré svetlo, potoin
pri numerickej apretire A=1,4 mikroskop rozliSi 280300 nm.

Zo vztahu (5) je stasne vidi€, Ze dosiahnut®a rozliSovacia schopnptického mikroskopu nie je

ovplyvnite’na pouzitym zv&enim dvojkomponentného optického systému.
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Zo vztahu (6) tiez mozno odvaijiaké zvédSenie musime pouzpri okulari, aby detaily, ktoré je schopn
rozliSit’ dany objektiv s numerickou aperturAubol schopny pozorovdteozliSi’ okom cez okular.

Je zname, ZBudské oko sp@hlivo rozliSi dva Ide iduce pod uhlom asp@®™ az 4" t.j. 0,15 mm resp. 0,2
mm vo vzdialenosti 250 mm. Aby ich oko rozliSila mystupe z mikroskopu musia’ ikice aspa pod

takymto uhlom. Zo wahu pre rozliSovaciu schopnos

(015- 029mm _ (015- 029 A _ -0 1500
R 061.0,0005 (16)

kde hodnotal = 0,0005 mm je vinovaidka zeleného svetla. Odtfa plynie, 7e nema zmysel pouZfve
vacSie zv&Senie ako 500+1000 x A (Abbé) led@lSie podrobnosti sa nerozliSuju, ale naopakzwj@ sa
neostrog obrazu dana ohybovymi javmi. Tomuto #8éniu sa hovoruZzito¢né zvasenie.Jeho velkiina
pod’a (9) je zavisla iba od hodnoty numerickej aperfiouzitého objektivu, preto prakticky sa nastav
vhodnou vdbou zv&Senia okularu k prislusnému objektivu.&e realne technické rieSenia nedyja
skonsStruova objektivy, ktorych numericka apertura by boladid ako A=1,4 aj s imerznou kvapalino
maximalna dosiahnuifea rozliSovacia schopnsoptickeho mikroskopu aj pri pouZziti modrého sve
(4 =400-450 nm) je

R~ 200 nm.

Na mikroskope s kvalitnou optikou je mozné skuat takuto rozliSovaciu schopnodosiahnd, ¢o sa da

otestovd na vybranych vhodnych objektoch, ktoré sluziaerdad &el ako etalony.

Numerickej aperture A = 1,4 zodpoveda uiitd zv&Senie potia Abbého najviac cca 1500 nasobr
t.j. pri pouZziti 100 nasobne z&ujuceho objektivu s imerziou je potrebné ¥akular so zvé&Senim 15 x.
Niekedy sa uvadzaju maximalne vyuZité zv&Senia optickeho mikroskopu 2000 x i 2500¢®, sU vSak
hodnoty, ktoré vyuzivaju osoby so slabym zrakomekiddy su takéto z¢&enia uziténé pri pozorovani

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

RozliSovacia schopntsmikroskopu je len jednou z dolezitych charaktéjsktorymi mézeme
kvantifikova kvalitu zobrazeniaDaldim déleZitym faktorom j&ontrastnost’ vytvoreného obrazu Téato
sa d& definovapomocou veliiny kontrastugo je ve’kos’ rozdielu medzi ,najtmavsimi“ a ,najsvetlejSimi

bodmi normalizovana naj¢dou intenzitou

tmavy- svetly
tmavy+ svetly

kontrast= (17)

y

A\ >4

nje

"

é,
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kde ,svetly znamena hladinu ¢ernania“ (t.j. najbledSi odtiesivej) najjasnejSieho pixelu sledovanél

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

prenos kontrastu, pri kontraste 0 nerozliSime Zadetaily obrazu. Modwaa prenosova funkcia je
charakteristika, ktora opisuje, s akym kontrastampgenasaju vysSie priestorové frekvencie (t.j. $reer
detaily predmetu) Wb tym detailom, ktoré su v pdeom smere WSie — maju mensie priesorov
frekvencie. Vo vSeobecnosti plati, Ze vySSie poesté frekvencie sa prenasaju — zobrazuju s mer
kontrastom. Mikroskopicky objektiv s Kkeou rozliSovacou schopnésu nielen rozliSi jemnejSie detalily, al
spravidla je schopny zobrazavaj detaily strednej W&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 nahpdch
SoSoviek mikroobjektivu, ktorych povrchy by malithyokryté kvalitnymi antireflexnymi vrstvami. Veni

castym faktorom zhorSujucim kontrastdoprenosu mikroskopického obrazu je nespravne nastav
osvetlenia objektu pri pozorovani, nevhodnym zawodtn a vébou clonenia kondenzora pre dany t
objektu. Niektoré objekty si samotné s nevyrazngmitastom ich detailov a tiez farebnych oitie, preto
tieto objekty zvla8 vyzaduju spravne podmienky osvetlenia, pripadneziig niektorého z principov
zlepSenia kontrastnosti obrazu pomocou vhodnétebifeho filtra alebo tzv. fazového kontrastu, metc

tmavého pba, ¢i Hoffmanovho moduléného kontrastu, o ktorych sa hovord’alSom texte.

Inou déleZitou kategoriou, ktord duje kvalitu zobrazovacich schopnosti mikroskopuhjbka
ostrosti. Mohli by sme ju definowa ako rozsah vzdialenosti predmetu od objektivu aliokoviny
najlepSieho zaostrenia, kedy pozorovany obraz ée stSte dostatae (subjektivne) ostry. Na zaklac

difrakénej tedrie mozno odvoflpre tento rozsah zaostrenia nasledujici vyraz

nA

Az =
2A?

(18)

kden je index lomu pouzitej imerznej kvapaliny.

Pri pozorovani objektu okom, okrem tejto diftak definovanej Ibky ostrosti, mézeme est
uvazovd o tzv. akomodénej Hbke ostrosti a geometrickejlike ostrosti. Obe tieto veélny st vysledkom
akomodanej schopnostiudského oka, ktoré i pri pozorovani cez okular wskopu méze akomodota|.
preostrova* do uritej miery rovinu zaostrenigp v konénom dosledku vedie k &itému zv&Seniu libky
ostrosti. Tieto veliiny su zavislé od vidiismého zvéSenia mikroskopu resp. aj od jeho numerickej apgrti

v mikroskopickej praxi vS8ak najma pri pouZiti ¢cé&ch zv@Seni a vé&Sich numerickych apertar hr

dominantnu ulohu difralne definovana velina pod’a vz'ahu (18).

il
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Vo vztahu (18) je treba si vdimfilvyrazni zavislos hibky ostrosti od numerickej apertiry objektiju-
¢im je vasia hodnota numerickej apertdry, tym mensia {jské ostrosti naviac, rozsah zaostrenia ki
s druhou mocninou apertary. Znamena to, Ze dikyah zva&Seniach je zaostrena len tenka rovina objel

¢im sa straca aj priestorovy efekt pri pozorovani.

Pre realne podmienky napr. pre zelené svetlo 50 nm) mozno zist

A=0,25 = Az=4,4um
A=0,65 =  Az=0,65um
A=1,4 =  Az=0,221um

Na druhej strane, tato vyraznu zavislasozno vyu#. Pri spracovani mikroskopickych obrazov sa dr
vyuziva algoritmus, pomocou ktorého mozno vytvabraz s vikou hbkou ostrosti tak, Ze sa zazname
séria obradzkov pre rb6zne hladiny zaostrentén sa ziska informacia aj o najmenSich detailc
v jednotlivych rovindch zaostrenia. Takto, pomocdigitdlneho spracovania obrazu, dostaneme .
rekoStrukciu objektu, samozrejme v prijatem rozsahu fbky objektu. Inym délezitym vyuzitim prudke
zavislosti intenzity svetla v okoli roviny zaosti@ifktora vyplyva zo weahu (18)) je princip konfokalneh

mikroskopu, kde sa pomocou fotodetektora a vhodioay H’ada prave rovina najlepSieho zaostrenia.

Trocha odlisne musi Bydefinovana fbka ostrosti pri snimani obrazu pomocou CCD matwdzsy
sme nasli rozsahilbky ostrosti pre rozlienie takéhoto detektora,lisv® geometrické ,rozmazanie
vplyvom kénusnosti svetelného zvazku, ktory snimiroskopicky objektiv, vEké ako rozmer jednéhc

prvku matrice - pixelu. Potom z geometrickych rélagplyva vyraz

— 2Woy,
mA

Az (19)
kde wpx, je Sirka pixelu CCD matrice ra je zv&Senie obrazu mikroskopu. Po dosadeni reélnych ho
rozmerov prvkov CCD matric (5 — 1@m), zv&Seni objektivov aim prislusnych obvyklych hodn

numerickych apertur, dostaneme nasledujuce rozzabstrenia (pri vikosti pixelu CCD 1Qum)

A=0,25 m=10x = Az=8,0 um
A=0,65 m =40 x = Az=0,77 pm
A=0,95 m =80 x = Az=0,26 pm,

¢o su hodnoty priblizne rovnaké ako pre ditralk podmienku (18).
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1.10 Zorné pole mikroskopu

Zorné pole mikroskopu mézme defingvako rozmer pozorovanej oblasti v rovine objektiork je
naraz viditény pri pozorovani okularom. Ykos’ zorného pta je utena hlavne priemerom zornéholap
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 dneSrekouhlé okulare so zvdenim 10 x a 10 mm pr
okulére so zw&enim 20 x. StarSie typy okularov mali spravidlan&igriemer, ktory boli schopné zactiyti
Priemer zorného ffa v mm v rovine pozorovaného objektu, pre mikroskepbjektivmi korigovanymi na

konenu vzdialenos, vypcatitame podla jednoduchého ¥ahu

(20)

kde 2y je priemer zorného fia okulara uvedeny na jeho teleskl@gs je zvasenie objektivu. V pripade, #
sa pouZiva objektiv korigovany na nekéme (infinity corrected) spolu s prislusnou tubusodmSovkou,

vztah (20) prejde na vyraz

oy=—2Y (21)
|leBNITL
kde M1 je zva&Senie tubusovej SoSovky, ktoré sa Wipe 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.lé zv@&Senia obrazu v mikroskope spdsobia, Ze svetloaarestrie”
po ploche obrazu a osvetlenie v kazdom bode klesdeuhou mocninou zéaenia obrazu. Pretc
mikroskopické objekty pri pozorovani vyZaduju sfdéa intenzivne osvetlenie. Pomoécka znama
starSich mikroskopov — ainé zrkadielko smerujace okolité svetlo cez transmany pozorovany objekt, je
iba nedokonalou nahrazkou odimtacieho systému a nedokaZe dostatosustredi svetlo a vytvot
vhodny diagram osvhtjliceho zvazku. Pre dokonaly kontrastny obraz j@éokrem dostatme] intenzity

svetla a farebného spektra vytworj vhodny diagram nasmerovania o$ugicich I&ov. Jednym zo

o

V.
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e

zakladnych predpokladov je, realizévasvetlenie vo forme kufa svetla, ktorého najéai uhol dosahuje

numerickd apertdru pouzitého objektivu.

\/\/

20 Obr. 1.19 Kuze svetla osvéujuci objekt a vyuzivajlci maximalnu numericku
apertdiru objektivu

Tym sa zabez@é aby sa vyuZzila kvalita a rozliSovacia schophkenkrétneho objektivu, ktory mus

vytvara’ obraz aj s [@ami idlcimi pod najvé&imi uhlami.

S pomocou mikroskopu mozno pozorbvariezra&né inepriezréené objekty. Poth (Eelu
a Specialnych poziadaviek jednotlivych druhov mékmpickych systémov existuje nidikom zakladnych
spbésobov osvébvania v mikroskopii:

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

Sikmé osvetlenie

osvetlenie pre fluorescami mikroskopiu
osvetlenie pre fazovy kontrast

osvetlenie pre interferenciu

10 inverzné osvetlenie

11. osvetlenie pre stereomikroskopy

©CoNoOOr~®ODE

Moderné mikroskopy maju obvykle zabudovany sveteld§oj, ktorého intenzita sa da regulév.

v Sirokom rozmedzi. Dnes najbeZznejSim zdrojom av&il wolfrAmova a halogénova Ziarovka. Spravidle

pouZivaji nizkovoltové Ziarovky s vykonom 20-100 Wasto sa vyuZivaju 3pecidlne upravené tv.

mikroskopické Ziarovky (Obr. 1.20).

Obr. 1.20. Druhy vlaknovych Ziaroviek pouzivanych v
mikroskopii

WY U

(b) (c) (d) (e) (f)
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Dnesné halogénové Ziarovky, ktoré svietia 2 a#dBiktenzivnejSie ako wolfrdmové, maja Zivotho
1000 — 2000 hodin. Mikroskopické Ziarovky maju okieywhodne zvoleny tvar svietiaceho vliakna tak, ¢by

sa zabezp@o pozadované osvetlenie objektu.

Wolframové Ziarovky maju tzv. farebna teplotu wsahu 2200 K az 3400 K, piad toho aké
zvolime napdjacie napatie, ktoré vSak na druhenstiovplyviuje Zivotnos Ziarovky. Farebna teplota |
farba svetelného spektra, kde je sustredené maxidiarenia Ziarovky pri danej teplote vlakna. Terito
parameter je Jni délezity pri snimani mikroskopickych obrazkov fagebny film alebo digitalny zdznan
V zavislosti od spektralnej citlivosti filmu — dé&tera je ¢asto potrebné upravi,farebnu teplotu” spektral
pouzitim farebnych korekych filtrov. Halogénoveé Ziarovky su v tomto smeraieco vyhodnejSie, kéze
V&Sinou pracuju s w&ou pracovnou teplotodp napomaha k tomu, Ze farebny prenos na film j&sbl
realnej skutonosti. S vyuzivanim CCD kamier a fotoaparatov poblfarebnej teploty ustupuje d&inou
do pozadia, pretoZe digitalizované fotografickérnedmy je mozné farebne korigavari ich p@itatovom

spracovani.

Niekedy sa ako osuatjuce zdroje pouzivaju vybojky — ottové alebo aj xendnové. Su tol'va
intenzivne zdroje vhodné najma pre niektoré Speeidruhy mikroskopie, predovsetkym pre fluoregoén
mikroskopiu. Ich predna@su je aj relativne maly rozmer oblasti svietiacaettdika, ktory je blizSie
k kvdzibodovému tvaru arozmerom vyhodnym pre @gtisystém kondenzora. Zddiska praktickej
vyuzitelnosti, oba typy vybojok vyZzaduju Specidlne napé&jazistabilizané elektrické zdroje s pomerng
vel’kymi prudovymi z#@azeniami, preto v@&inou sa s nimi streteneme iba vo fluoregsogoh aplikaciach.

Doba Zivotnosti vybojky je cca 200 hodin, vykon B W.

Okrem toho, Ze \J&U ¢ag’ energie vyZaruje Vv ultrafialovom pasme (Obr.1.Z2B, orttiova vybojka da
s vyhodou pouZiwaaj ako monochromaticky svetelny zdroj. Jej spektie vyrazneciarové a pouZzitim
vhodnych interferetnych filtrov mozno odseparovgednotlivé monochromatické farebiéary. Takéto
zdroje su vhodné napr. pre interfated mikroskopiu. Xenonova vybojka ma spojitejSie kipem,

intenzivnejSie svieti vo viditaej oblasti.

Okrem tychto klasickych svetlenych zdrojov¢ireju dnes prenikado oblasti mikroskopie aj
laserové svetelné zdroje. Tyka sa to najma ichitigiizo vyskumnych laboratériach, kde stale vysokaa
najma Specialnych druhov tychto zariadentSudou je drohoradym faktorom. Laserové zdroje peadgu
vel'mi intenzivny monochromaticky koherentny a bodoudyoz Tieto vlastnosti dovju Specialne presne
Lvarovanie* osvéujuceho zvazku, ale aj vyuZzitie koherentnosti svetljeho polarizovanych vlastnosi.
Impulzné laserové zdroje okrem toho poskytuj&ividasickym zdrojom mimoriadne vysoké vykony (b

viacero radov) a daju sa preto efektivne wvyuiapr. vo viacfoténovej fluorescémej mikroskopii, kde
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mozno realizovéa aj casovo rozliSenu spektroskopiu. Okrem impulznycbkrias sacasto vyuziva argdnovy
laser pre jeho pristupnds relativne Siroky rozsah spektralneho zloZengtlavVyuziva sa priblizne 1(
spektralnyckiar — od fialovej farby az po zelegi@ary 488nm a 514 nm.

Ortut'ova vybojka
Obr.1.21. Spektrum vyZarovania vysokotlakej tottej
vybojky

intenzita a.u.

vinova dizka nm

1.12 Osvekujuce kondenzorove systémy a metddy kontrastovan@brazu

V mikroskopii sa spravidla pozoruju predmety, ktorkastné svetlo nevyzaruju (s vynimkao
fuoresceninej mikroskopie). Aby sa vyuzZili optické vlastnostbjektivu, musi osvétjlci zvazok pokia
mozno zaplrtiapertdrny uhol objektivigo plati rovnako pre pri¢adné ako aj odrazajace objekty. Vhodi
kuzd’ svetla, alebo kufevy prsteneci bocné Sikmeé osvetlenie, zabezpg opticka sustavkondenzora
Kondenzor upravuje zvazok svetla od svetelného jadtak, aby bol preparat osvetleny s nafdi
intenzitou a stasne, aby kufesvetla mal potrebny vrcholovy uhol. Priklad poatiych kondenzorov je ni
Obr. 1.22.

Obr. 1.22. Klasicky" a moderny typ kondenzorovémiického
systému

Aplanaticky-
Hbbe Achromaticky

y
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Kondenzorovy systém je na telese mikroskopu upewriek, Ze sa da pohybom v optickej osi
mikroskopu dosiahnut optiméalne osvetlenie prepasatasto sa cely systém da justévak, aby bola jeho
optickd os zosuladena s osou objektivu. Optickyésysiez zahtuje vstavanu irisovu clonu, sldzZiacu ria
regulaciu apertarneho uhla svetelného Kaz®re realizaciu metddy pozorovania v tmavom @b, aj pri

fazovo kontrastnom mikroskope, sa do tégesti umiesiuje prstnecova clona.

Zmena numerickej apertary t.j. vrcholového uhladfazsvetla sa nastavuje irisovou clonou, alepo
¢asto odklopenim hornej SoSovkyo je typické najma pri klasickom Abbeho kondenzadYestavovanie
irisovej clony sa robi skusmo, p@dobrazu v objektive mikroskopu, znizenim apersaryaprcasto zlepsi

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

Pri ve’kych zv&Seniach je nutné vyuzigamaximalnych hodnét apertary kondenzora. Pri poufit

imerznej techniky sa odpafé, okrem zaplnenia imerznou kvapalinou priestorudazndiornou stranou
krycieho skléka a frontalnou SoSovkou objektivu, aplikévienerzna kvapalinu aj zospodu, medzi hornpu
SoSovkou kondenzora a spodnou stranou podloznéditkak Takyto postup nielen zlepSuje pomery fire
zabezpeenie dostattne vé’kého uhla osvétjuceho kénusa ale zniZuje potencidlnu moZnogvéarania

neziaducich reflexovi rozptyleného svetla v pozorovanom obraze.

NajznamejSim typom kondenzora bol Abbeho konderi@dor.1.22). Sklada sa z dvoch éoéoviel/k,

[O8

pricom opticky systém umdkije dosiahntl aperturyA = 1,2 — 1,4 simerznou kvapalinou. Ohnisko

vzdialenos byvaf = 11 mm.

Moderné kondenzorové systémy su podstatne zloite)js
@ biek viacSo3ovkové systémy. Su vyfiané tak, aby dpali poZiadavky
objektiv . : L .
) na achromatické alebo achromaticko-aplanatické gkeanie
biekt aberacii. Pouzivaju sa aj pankratické kondenzotgrék maju
obje
7 plynuld zmenu ohniskovej vzdialenosti a hodnoty ptokej
H kondenzor .
> d? © apertdry.
—  — aperturna clona
[

filter

—  +— kolektorova clona

Obr. 1.23 Opticky systém pri Koehlerovom sposodeetienia
@ svetelny zdroj
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Pre zabezp®nia spravnej funkcie kondenzora a rovhomernéhettesia v rovine pozorovaného preparétu

musime pouZi vhodny SoSovkovy systém susfrgici svetlo zdroja. Najviac pouzivanym odigticim
systemom v mikroskopoch je Koehlerov systém (OBB)L.Zdroj svetla — mikroskopicka Ziarovka ¢

s pomocou SoSovky kolektora premieta do rovinyoug aperturnej clony kondenzora. Opticky syste

3 &

kondenzora premieta aperturnu clonu do zadnej kbwes roviny mikroskopického objektivu. Z
mikroskopickym objektivom sa svetelny zdroj - vl@khiarovky zobrazi v rovine clony mikroskopickér
objektivu. Kolektorova clona je umiestnend tak, ahyjej obraz premietal optikou kondenzora do rpv

predmetu,¢im sa zabezg rovnomerné osvetlenie p@ v oblasti pozorovaného predmetu. Ak zmeniine

priemer tejto clony, zmeni sa priemer osvetlenéggtbv rovine predmetu, pritom sa vSak zachovatape
kondenzora. Tym je umoZnené jednoduché regulovasietujlcej apertary, aleiasto aj potléenie
neziaducich reflexov v obraze. Oslgtici systém je naviac univerzalny amozZzno ho waZi

s mikroskopmi réznych apertur.

Nepatrne modifikovany systém sa pouZiva aj na t&viet odrazajucich nepriéadnych predmetov

najma v metalografickych mikroskopoch a mikroskdpoa @ely mikroelektroniky.

1.13 Metody pozorovania v svetlom a v tmavom poli

Velké mnozstvo objektov, ktoré su predmetom mikrosladtio pozorovania su transparentné ale
Ciasta@ne transparentné preparaty. Tyka sa to najma magickej praxe, ale aj mnohyehalSich oblasti

(krystalografia, granulometria, profilprojekcia).

mikroskopicky

objektiv
N
Obr. 1.24 Chod svetelnychéliv cez transparentny objekt pri metéde
preparat svetlého pba
kondenzor

Zakladnym principommetody svetlého pba je podmienka sustretli vSetko nerozptylené
(nedifragované) svetlo do objektivu (Obr.1.24). fbeapOsob osvetlenia sa da vyuaj pre odrazajlce

neprieffadné objekty. Kontrast obrazu, ktory je potrebny sime rozliSili jednotlivé plochy, hrany a detai

bo

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

presvietené.Je to najbeznejSi spdsob mikroskopicgéhorovania.

Mikroskopick& Struktira mnohych predmeto§i, uz biologickych alebo aj metalografickyct

vyZzaduje sledovanie najjemnejSich detailov. Priddetsvetléeho g mnozstvo svetla, ktoré vnika do ok,
posobi rusivo a najmensie Struktary su zle vidiéedy je vyhodnejSie pouZpozorovanie v tmavom polj
pri ktorom sa vyuZivaju ke difuzne odrazené od objektu. Podstata pozorovati@avom poli spéiva
v tom, Ze predmet osvetlujeme Sikmymédini tak, aby priamo prechadzajluce alebo zrkadloy@aené
lG¢e nevnikali priamo do objektivu. Ak dopadnu Sikméel na nejakud drobnu Struktdru objektu, lomia jsa

a rozptyuju a ich¢ad’ sa takto dostava do zornéhd’@mbjektivu. Jemna Struktara predmgtho hrany,

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

preparat

~— kondenzor

—_— e~ ,

S prstencova
clona

bodové detaily a nehomogenity potom intenzivnei&iama tmavom poli. Plati pritomgim jemnejSia
Struktura, tym intenzivnejSi rozptyl svetla a dobrdite’nog’ na tmavom pozadi. Ak objekt chybagél

ktore idu z osvéujuceho systému sa do objektivu nedostanu a zaieésp javi celé tmave.

Pre osvetlenie objektov v metéde tmavéhdapfe potrebné pouZikondenzor, ktorého numerickia
apertara je rovna alebo &&a ako numericka apertara pouzitého mikroskopiokébjektivu ( A > Aogy).
Pozorovanie metdédou tmavéholposa uskuttiuje pri jednostrannom alebo kruhovom osvetleni. Na
Obr.1.25 je ukdzand schéma kondenzora tmavéfen pokondenzore sa pouZiva prstencova clona s takym
priemerom, Ze stredny kruh clony prekryva svetdioly zodpovedajlci apertare objektivu mikroskofju.
Priame nerozptylené (nedifragovanéjdimusia dopadnido objektivu. Pri realizacii tejto metdédy najnja
v starSich mikroskopickych pristrojoch &asto vyuzivali Specialne tzv. kardioidné (aleboapatoidné)
kondenzory, ktoré boli schopné s vyuzitim Specialgbriasenej optiky vytvoti prstencovy kuze svetla
s potrebnym uhlom Hov. Spravna funkcia osvefuceho systému sa zabeZpdokonalym vycentrovanin

a zaostrenim kondenzoru na rovinu predmetu.
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Obe metddy osvetlenia objektu sa vyuzZivaju aj prikraskopickom pozorovani objekto!
v odrazenom svetle. Metdda svetléhd’gp@a realizuje pomocou tzv. episkopickych objektivm su
objektivy pre pozorovanie v odrazenom svetle. Zqrake v rovine predmetu sa oskige svetlom, ktoré
prechadza episkopickym objektivom po odraze podpustnym zrkadlom v tubuse a o$ugt objekt. Tym

istym objektivom sa potom cez polopriepustné zikadljekt mikroskopicky pozoruje.

Realizacia tmavého ja na odrazajucich predmetoch je komplikovanejSigyZzaduje Specialne

objektivy, ktoré maju okolo zobrazujucej optiky upeny skleneny prstenec.

Tento opticky prvok slGzi na usmernenie svetla pocmoovnatorného totalneho odrazu prstencove
zvazku dopadajuceho zhora do oblasti predmetuefisty zvéazok je vytvoreny clonou-medzikruzim
svetelnom zdroji a odrazeny v tubuse Specialnymtiekym-prstencovym zrkadlom. OsvVajlice I&e
dopadaju na predmet pod uhlomi§in ako je maximalny uhol numerickej apertary otipgk preto lde
zrkadlovo odrazené od plochy objektu sa do objektigdostanu, vidime tak iba rozptylené svetlo. Tak
Specialne objektivy spolu s vhodnym osvetlmra sa¢asto vyuZivaju 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 Iladiska vyskytuju dva rézne druhy objektov. Prvymich su amplitidové objekty
v ktorych sa prechadzajuce svetlo v réznystiach rézne pohlcuje, pripadne prechadza tdntais
s roznymi farbami. Takéto objekty spravidla vyteovi mikroskope dostatoe kontrastny obraz dofgjuci
rozliSova’ aj najjemnejSie detaily predmetu. Tento princiferdincovanej amplitidovej priepustnosa
¢asto vyuziva aj pri priprave niektorych preparatkioré sa nasycuju roztokom s farbivom, abyasti
objektu navzajom liSili priepustnisu svetla.

Existuje vSak vEka trieda objektov, ktoré su takmer Uplne transpaeena celej ploche gom ich farbenie
nie je vhodné alebo vébec mozné. Obvyklym prikladakychto mikroskopickych objektov je &&ina

baktérii, ktoré su v&inou priefiadné a ich obraz v mikroskope je’'ne nekontrastny. Takéto predmety ¢

v optike nazyvaju fazovymi objektami. Su to tedeelpiadné objekty s obldami, kde sa meni index lomi

materialu ich jednotlivyciasti, alebo aj ich hribka. Na zlepSenie moznostommyania takychto objektoy
navrhol F. Zernike metédu fazového kontrastu. Mskap vyuZivajuci tento princip je na Obr. 1.2
Kondenzor tohoto mikroskopu ma na svojom vstupéepcovu clonu, ktora vytvara cylindricky svetelr

zvazok. Tento sa po prechode optickym systemomsfwmamuje na kuZivity zvéazok a osvétje tak

ho

y
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transparentny objekt. Ki&e jednotlivécasti fazového objektu sa odliSuju indexom lortag’ svetla ktoré
preslo objektom bude difragatarozptyli sa. Opticky systém je zjustovany tak sgetlo ktoré sa na vzorke
nerozptylilo, bude za objektivom mikroskopu predt@idcez tzv. fazovu platdku. Fazova platgka je
kruhova transparentna platka so zabudovanym transparentnym prstencom, ktonéai@rial ma vSak
odlisny index lomu. Hribka a rozdiel indexov lomtstenca a okolitej platéky su nastavené tak, ab
svetlo po ich prechode nadobudlo vzajomny fazowgied A/2. V kon&nom désledku, svetlo prechédzajl]n[e
cez prstenec (nedifragované) a svetlo difragovanézajomne prekryju v rovine skétteho obrazu a budt
interferova’. Tato vzajomna interferencia rozptylenej a nenflepij ¢asti svetla vytvori amplitdovy)
kontrast, ktory je priamo uUmerny fazovym zdvihompié&novanym zmenami indexu lomuasti
transparentného preparatu.

obrazova
rovina @
difragované
svetlo )
\ fazova

platnlcka

nedifragované
svetlo

]Objektlv Obr. 1.26. Chod svetelnycheliv vo fazovokontrastnom
mikroskope

}kondenzor
Ek(é)

Obr.1.27. Ukazuje zlepSenie celkového kontrastuazbrtouto

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

2.1 Vlastnosti obrazu

2.1.1 Digitalny obraz

Obraz je dvojrozmerna plocha, zga rovina, ktorej kazdému bodu pdigeme nejaku farbu. Na:
prevazne zaujimaju také farebné plochy, na ktodaiaZzeme rozozirianejaké konkrétne tvary, ich hranic
zafarbenie, pripadne vzajomné&ahy medzi jednotlivymi objektmi na obraze.

Z hradiska prace s obrazom rozliSujeamr@alogovyadigitalny obraz. Prvy spomenuty je naprikle
obraz nambovany 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

mbzeme takto uvazova

Naproti tomu digitalny obraz predstavuje reprezeint&kut@ného obrazu v pitci. Patitad je
stroj, ktory pracuje sislami v dvojkovej sustave. Preto vSetko,pomocou péitaca tvorime, upravujeme
archivujeme, analyzujeme dat musi ma formu suborucisel, ,nul* a ,jednotiek”. Najjednoduchsiz
reprezentacia obrazu v@aéi je pravouhla tabitkka ¢isel. Jednotlivé body su najmensisti digitalneho
obrazu, tzv. obrazové elemehsyisla st kody farieb. Ak st bunky takejto téky dostaténe malé, uz ich
jednotlivo nevnimame a spdiloe tvoria konkrétnu Struktdru — obraz. Pripominanm@resionisticky obraz
v galérii. Kal' sa pozerame zblizka, vidime stopy po Stetcid’ Ke&ak ustapime, vynori sa z tejt

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

Na to, aby sme mohli s obrdzkom praddbvepctitaci, musime ho transformovalo tvaru, ktorému
patitat rozumie. K&'ze p@ita¢ pracuje gislami, treba obrazok preméma sustavudisel. Taky proces s¢
nazyva digitalizacia. Pozostava z dvoch krokov:

—Vzorkovanie- rozdelenie obrazku na malgsti — obrazové elementy
—Kvantifikacia farby -urcenie farby kazdého obrazoveho elementu

Tieto procesy prebiehaju napriklad v digitdlnomoggiarate, skeneri¢i inom zariadeni pri sniman
obrdzkov. Vzorkovanie je prirodzené, pretoZze swdtloa elektronicka stiastka €ip), pozostava

z mnozstva fotodetektorov, ktoré dokazu premaiedopadajuce svetlo na elektrické impulzy. Fotodetgk

v slangu péitacovej grafiky sa obrazovy bod ozhge vyrazonpixel Je to anglicka skratka slovného spojepiature

element”(element obrazu).

g

d

S
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su v&Sinou umiestnené v pravouhlej sieti a v kimem désledku predstavuju obrazové elementy (pixe
vysledného digitalizovaného obrazu.

Kvantifikacia farby je o ni& zloZitejSia. UkdZzeme si pripaternobieleho obrdzku. Na dany bc
dopadne Wiité mnoZstvo svetla a imerne tomu sa tu vytvotitéimnozstvo elektrického naboja, ktol
potom dokazu obsluzné obvodipu vygitat. Mnozstvo naboja je Umerné intenzite svetla v darmde
pocas expozicie. Svetelna energia sa odmeria a v pdob@aparatu sa ulozi ako nejakéselna hodnota,
tym mame prakticky @eny odtigi kazdého bodu a obrazok je digitalizovany. Na zigkdarebného
zadznamu je potrebné v kazdom mieste zaznatngmaoZzstvo“ kazdej zo zakladnych fariebefvena,
zelena, modra) a zapam@ta vSetky tricisla. Ako sa to robi, o tom si viac povieme v kalgito digitalnych

kamerach (pozri 2.2).
Vzorkovaci interval, vzorkovacia frekvencia

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

vertikadlnom smere. Tato hodnota je Zajne v jednom aj druhom smere rovnaka,d ke nemusi bty vzdy
tak. Prevratena hodnota vzorkovacieho intervaloezgva vzorkovacia frekvencia
f, =¥d,

V digitdlnom obraze sa potom stava né@g@u priestorovou frekvenciou. V niektorych pripauge
lepSie hovoti o frekvenciach namiesto rozmerov. Obraz mézé dhapany ako matematicka funkcia |
dvojrozmernej ploche. Digitalny obraz je navySekdBgnou (nespoijitou) funkciu a preto ju mozno napi:
ako nekonény slet sinusov a kosinusov s roznymi amplitidami avieekiami. Prave tieto frekvenci
nesu privlastok priestorové, pretoze sa priamojiiygeestorovych vediin v oblasti obrazku. Nebudeme ¢
tu o tomto matematickom jave, ktory sa nazyva Fesaxi rad¢i Fourierova transformacia, viac rozsiréva
Nieco si eSte povieme vasti venovanej Fourierovym filtrom (2.3.2). Momdn&je dbélezité vedig Ze
malé detaily v obrdzku zodpovedajulkgm frekvencidam, a naopak, Rk detaily malym priestorovyir
frekvenciam. Najv&8ia priestorova frekvencia v snimanom obrazku pasdge najmenSie detaily

informacie, ktorl obrazok nesie. Ak sa teda zaujiim® detaily rozmerowx_. , zodpoveda im priestorovi

min !

frekvencia f musime sa pri \itve vzorkovacieho intervalu rigdshannonovou vzorkovacou vetou:

max !

V pripade vzorkovania frekvéme ohraniéeného signalu, bude signal plne ¢eny, ak bude

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

Frekvencia rovna2f . sa nazyvaNyquistova frekvenciaTlomuto kritériu sa da rozumieaj tak, ze ak

chceme m@é na digitdlnom obrazku zobrazeny nejaky maly obje&sp. ak ho chceme odtisdd inych

podobnych objektov, musi sa vtesmajednom rozmere aspodo dvoch obrazovych bodov (v oboc

y)

y
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Yy

smeroch sU to minimalne 4 body na najmensi roeligjt detail). O tom, ako suvisi vzorkovaci interv
(velkos® elementu snimacieho prvku kamery) s rozliSovacolognogsou sustavy mikroskop-kamer

piSeme \Lasti 2.2.4.

Vzorkovanim pod Nyquistovym limitom vznika vzork@ia chyba, ktord sa vde pocitacovej

grafiky nazyvaalias.
Vzorkovacia chyba —alias

V obrazku, ktory sa rekonStruuje z digitalizovanéhéznamu nasnimanom pri nesplnenc
Nyquistovom limite objavuju nizkofrekvéné obrazce (t.). javy &ich rozmerov), ktoré v povodnor
obradzku neboli. Dochadza k interferencii frekveneiggdvodnom obrazku so vzorkovacou frekvenci
digitalizatného zariadenia. Tento jav je v optike znamy ako tmoiré efekta vyuziva sa na merani
deformacii povrchov a zmien optickych vlastnostigtredi. V digitalnej grafike vSak sp6sobuje praiféa
tazko sa odstrauje. S aliasom sa mozZeme stretpii sledovani televizie, ak sa kolesa iduceha #atia
proti smeru jazdy. V tomto pripade ideasovy alias

Tento neziadlci jav mozno patld uz pri snimani obrazku. Proces pé&didia aliasu sa nazyvi
antialiasing Jednou z moznosti, ako to umd@ odstrarti z pévodného obrazku vyssie frekvencie tak, ¢
sme sa so vzorkovacou frekvenciou dostali nadNgquistov limit Tato metodda vSak v pripade praktické
snimania obrazu vytvoreného optikou mikroskopu emozna. Mbézeme sa teda pokKUusv&Sit
vzorkovaciu frekvenciu, pripadne potifri snimani viacbodové vzorkovanie. Znamené tsusedné body
sa nejakym spdsobom spoja do vysledného obrazdvétho na zaklade nejakého matematickéhtaka.
Prakticky tym prideme o rozliSenie, ale vhodne emol metddou vazeného priemerovania jednotliv:

casti vysledného obrazoveho bodu mozno alias vyrpatieit’.

2.1.3 Farebné priestory

Druhym stupom digitalizacie je uenie (kvantifikdcia) farby. Na kazdy svetlocitlivipod
snimacieho zariadenia dopada svetlo, ktoré ma gked@k odozvu v elektronickych obvodoch snima
Farebny odtig obrazového bodu je akymsi priemerom celkovéhadlavktoré dopada na plochu jednél
bodu snimé&a. Tu je mozno pomenovanie ,bod" Zna nepresné, ale vyjadrujeme tym prakticky c
pl6sku, ktord snimazabera a z ktorej zbera svetlo, a’ke menSia Struktlira sa v nasnimanom obraze

iy Mt

nevyskytuje, nazveme tabrazovy bodalebopixel. V&Sinou su snim# organizované tak, Zze kazdy ,boc

pozostava zo Styroch snitwe — jeden pre modrd, jeden pfervenu a dva pre zelenu farbu. Prakticky|

nad pdom snima&ov umiestnenyBayerov filter ktory ma takito geometriu. Z takéhoto zariadaskame
trojzlozkovu farebnud informéaciu: mnozsteervenej, zelenej a modrej farby v danom bode. Takgtebny

model sa nazyv&GB (Red —cerrvena,Green — zelenaBlue — modrd). Existuju aj iné farebné mode

=
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ktoré sa vyuZzivaju v réznych pripadoch. Naprikiadk sa pracuje s farbami pri snimani obrazkowk jpra
ich spracovavani, inak pri zobrazovani na monipm#taca, inak pri prenose televiznym signédlom a odli¢
je aj situacia, ak obrazok diame na farebnej ttdarni. Rozdiel je narpiklad aj v tom, ako pracujabami
pacitac a ako ich subjektivne vnimantiedskymi zmyslami. Koéli tomu vzniklo niekko reprezentacii fariek

a tie najpouzivanejSie si teraz stma opiSeme.

RGB

Tento model je zaloZzeny na zmieSavani farieb. Akpgtomné vsSetky zlozkycérvena, zelena
modrd) v maximalnej moznej miere, dostavame biahbd, ak nie je pritomna Ziadna zo zloZiek, ma
ciernu farbu. Farba je tu ¢ena trojicoucisel, ktoré moézu kiyrézne definované, napriklad su z interve
<0, 1>.Casto sa tento interval postva na hodnoty <0, 2B8Bsom sa vyuZivaju len celésla. Takto je
farba kodovana aj v 24 bitovom bitmapovom suborazd@ farebna zlozka méze potom nadoblai
256 = 2 hodbt,co vyZzaduje 8 bitov pamate (pozri

Bitova Hbka). Pre vsetky tri farby je to 24 bitov. Celkownozno takto zaznamefaaz

256x 256x 256=16 777216 rb6znych farieb. Takéto farebné rozliSenie je zn@wd ndzvontrue color. Je

to d’'aleko viac, ako je schopné rozfidiudské oko. Existuju zariadenia, ktoré mdzu swirf@aby aj vo
vacsom rozliSeni 12x3 alebo16x 3bitov). Pre beZznu fotografiu to nie je vébec pbtré, ale pri foteni
v extrémnych podmienkach, alebo na vededladyje ¢asto 8 bitov malo.

Farba je teda zadana trojicéisel, napriklad (125, 54, 0). Ak su vSetkgla v trojici rovnaké, ide o
odtien sivej. (0, 0, 0) j&ierna, (255, 255, 255) — biela, (255, 0, @ervend, at. | ked’ je tento model vigni
logicky z Hadiska snimania farieb, podobne totiz pracuj¢ugiské oko, je v@mi zlozité 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 zloZzk@€wdn — azurova (tyrkysoval] agenta — purpurova i
Yelow — ZIta. Ak z bieleho svetla odoberiefegvenu, dostaneme azurovd, ak zelenu, zostane nowéa
ak odoberieme modr(, ziskame ZItd. Stvrté pismétioszniklo z potreby zaradiv tlatiarmach okrem troch
farebnych néplini eSte &jernu. Ten, kto priSiel do styku s farebnowiganou vie, Ze zmieSanim vSetkyc
troch farieb nedostaneméernu. Cierna (bla&) naph sa pouZiva na tanie ¢iernych bodov a na

dosiahnutie lepSej sytosti ostatnych farieb.
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Tento farebny model nazyvanmsubtraktivnya je zaloZeny na odoberani farieb. Ak su vsetloZzkat
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 mieSajunaplin&, ako v predchadzajucich dvocly.

Vychadzaju zo subjektivneho vnimania farieb, ¢cgm zakladom je fyzikalne farebné spektru
jednoduchych farieb, ktoré mozno najsapriklad v duhe. Prvy parametettue (farebny odtié) urcuje
prave tato jednoduchu farbu v spektre. Drut§aturation (sytosfarby) predstavuje Sirku spektraléggry,
alebo inak povedané, ide o primieSanie okolityctefaa treti parameterValue (hodnota jasu) je i@ ako
intenzita svetla. Model HLS je podobny, mierne pgleny model a pracuje tiez s odben (Hue),
svetelnosou (Lightness) a syt@su (Saturation).

Pri praci s tymto farebnym kédovanim moZze grafigSie Wada potrebny farebny odtiebez toho, aby
napriklad zmenil intenzitu farby, sytbfarby.

o

Obr.2.2: Odtiene Sedej

Odtiene Sedej — gayscale

Bezfarebny obrazok je znamy pod nazvotietnobiely”. Tato terminoldgia je trochu zavadzaic
vhodnejsi je v tomto pripade anglicky vyrggayscale“, ¢o znamena ni® ako odtiene sivej. N&stejSie

sa pouziva 256 Ur@eve, ¢ize 8 bitové koddovanie odtiev. Ludsé oko vnima odtiene sivej receptorr

h
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ktoré sa nazyvaju &nky. Dokaze rozli§i maximalne 50 odtieov. Opd& vSak musime pripometize pre
potrebyd’alSieho spracovania a vedeckého vyuZgiganobieleho obrazku méze thynalo aj 8 bitov.
Farebny obrdzok mozno naernobiely premeri tak, Ze v kazdom bode zobrazime iba jeho celki

intenzitu. Intenzita RGB obrazku sa vyjita pouzitim nasledujuceho empirickéha'atau:

| =0,299R+0,587G +0,114B

Tento vz’ah zoltadiuje experimentalne vysledky so subjektivnou pericepintenzity svetlaludskym

okom.

Bitova hibka

Vyjadruje mnoZzstvo farieb na jeden obrazovy bod itodh. Préo v bitoch? Je to dbésledok

architektury pamgovych buniek poitata. Najmensi element pamatecfata je tzv.bit. Jeden bit moze

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

najjednoduhSie realizuju. MéZe totbyaprikladéas’ magnetického materialu (povrch pevného disku);akt
moZze by zmagnetizovana jednym, alebo inym smerdimjunka polovodiovej Struktary (pam&RAM),
v ktorej je elektricky naboj, alebo nie je. Dvawtaa daju jednoziae odlist ove’a jednoduhSie, ako vial
stavov.

Bity pamate su organizované do osmic, tagjtov. Do 6smych bitov moZzno zaptsanaximalne
2% = 256 roznych stavov. Ak mdéZeme v obrazku zaznath@86 rdoznych Grovni farieb, hohorime o
bitovej farebnej tbke. Standardny RGRj CMYK obréazok ma v rozliSeni ,True Color* bitoviibku 24
bitov. Organizéacia pamate je zardvericinou toho, préo sa v pripade mnoZstva farieb, ale aj iny
parametrov obrazku, vyskytuju dosvlastnetisla, ako 128, 256, 512 datMohli by sme zaznametiaj 100
arovni farieb, ale zaberieme rovnaké mnozstvo piarakt keby sme zaznamenavali 256 farieb, o

sme uz ,naali“ 1 bajt.

Roz&ireny nazov Pdet farieb  Bitova hibka

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

Tabu’ka 2.1: Roz&irené nazvy najbeznejsich farebnydbtgaprislusné bitovéiibky.

bvu
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2.1.4 Zakladné upravy obrazkov

Obr.2.3: Ukazky gama kriviek.

Gama krivka

Gama korekcia sa pouziva na eliminaciu nelineanfirazovacich zariadeni. Napriklad ,klasick’
CRT monitor zobrazuje body s vySSou intenzitou Isj&@e, ako v skutinosti si. Obrazok pred odoslani
na takéto zariadenie treba uprauPrakticky sa zisti hodnota intenzity obrazovébdwb (pripadne urove
kazdej farebnej zlozky) a upravi sa padnatematickej funkcie ulozenej v paméati. Matenkgtim6zeme
gama korekciu zapisako

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&hd bodu obrazu, zafid@o pri zmene
kontrastu zvé&ujeme,¢i zmiemujeme 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 poslav, ktoré spdsobuju zmenu sklonu alebo vertikajmaphy prislusnej
krivky. Matematické vyjadrenie zmeny jasu je nasjéde:

I=1,+q
a zmenu kontrastu mozno vyjatlako:

| =k,

kdek aq su parametre jednotlivych Gprav.
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Obr.2.4: Grafické znazornenie zmeny kontrastu angmesu. Ako
prvy je uvedeny povodny obrazok. Pod nim je obr&mkvySenym

kontrastom a dole je priklad zvySeného jasu.

Histogram

Ak sa prejdeme bod po bode po obrazku a budemeeslitkéiarky ku kazdejciselnej hodnote nejake

farebnej zlozky, ziskame histogram. Napriklad a@isti Ze Urove ¢ervenej s hodnotou 42 je v obrazhu

obsiahnuta 30 krat, uroirel3 je tam 37 krat &t M6Zeme zostaviaj intenzitny histogram. Celkovy ptdd
na histogram nam umidje odhali’ mnoZstvo veci, ktoré si na prvy gald okom nemézeme vSimihu

Zistime, ¢i je obrdzok podexponovany, preexponovatiydostat@éne vyuzivame cely dynamicky rozseh

snimacieho zariadenia a iné. Tato vedainss nam moze hadinapriklad pri nastavovani parametrgv

snimania. Ak obrazok nenasnimame dostetokvalitne, mézeme pti dolezité detaily¢i uz ukryté v
priestorovych Struktirach, alebo v zmenach intgn&ti d'alSej analyze to zrejmd’atujeme a pozorovane
vzorky uz nemusia byk dispozicii. Preto je nevyhnutné osvofii vSetky techniky, ktoré nam umozn
skvalitnit proces snimania a takouto poméckou je aj histoghim je to jeho jediné funkcia. Kedykeek

nam totiz ponuka celkovy pdad na zastupenie jednotlivych farebnych zlozielo ariac, mbézeme ne
histograme vykonavaniektoré operacie.

a
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To, ¢i vyuzivame cely dynamicky rozsah snimacieho zern&l mozno odhali najjednohSou analyzotl
histogramu najdenim tz\bieleho a c¢ierneho bodu. SU to hranice, medzi ktorymi je graf histogu

nenulovy a mimo nich nulovy. Ak je dynamicky rozdedmery 8 bitov, je optimalne, ak §gerny bod 0 a
biely 255.

Na zaklade rychleho péadu na

histogram sa da jednoducho obré

zaradi’ do jednej zo 4 kategodriijasny

Cierny bod biely bod

obraz, tmavy obraz, stredotonovyobraz

obraz svysokym  kontrastom Tatc

klasifikacia vychadza z rozdele

stredné tény | svetla

histogramu na tri zény: ohla tienov
(shade} oblag strednych ténov nfid-

Obr.2.5: Priklad histogramu obrazku s nizkym kasttran.
toneg a oblas svetiel (ights). Na obrazku

(Obr.2.5) je histogram prvej fotografie z obrazKnb(.2.4). Potla histogramu moézZzeme ustidize ide o
mdly, mélo kontrastnyize tzv. stredotonovy obraz a to aj bez toho, Zerhg sa na origindlnu fotografi
pozreli. Je to zrejmé z toho, Ze najviac obrazowmtiov mé intenzitu v strednych tonoch a krajné@ipyp|

teda tiene a svetla vobec nie s zastlp€imény bod méa hodnotu 23 a biely 227.

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

na vodorovnej osi — pri zvySeni jasu sa histograsupie doprava, pri znizenilgva.

0 256 0 256

VysSi kontrast VySSi jas

Obr.2.6: Vplyv zakladnych Uprav obrazku na tvaohu histogramu.
VSeobecnejSie modifikacie gama krivky vedu v koren dosledku taktiez k deformacii histogram

NajbeZnejSou operéaciou je tzs+krivka Pomocou nej mozno jemnejSie korigdyas a kontrast. Niektor¢

Sa
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komekné grafické programy umagju buf’ parametrické zadavanie, pripadne'n® kreslenie

transformanej krivky.
2.1.5 Rozmery obrazku

V pripade digitdlneho obrazku méZzeme pojewemerdefinova niekd’kymi spésobmi. Zavisi od
toho, ¢i chceme pozrtaskut@ny rozmer alebo rozmer vyjadreny vép® obrazovych elementoBkutany
rozmer je rozmer obrazku v cm (palcoch — in, mmi),inych realnych mierach na monitore alebo
vytlacéeni, resp. vyvolani fotografie na papieri. BeZnémery fotografii s 9 cm x 13 cm, 10 cm x 15 ¢
alebo 13 cm x 18 cm.

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

réznych zariadeniach s inym¢om zobrazovacich elementov s r6znotkest’ou.

Vztah medzi redlnym rozmerom obrazku &tpm bodov ukryva pojenozliSenie Tento parametel
sa udava v jednotkach DHD@ts PerInch — bodky na palec). Ak pozname skuatprozmer obrazku v cm &

celkovy p@et bodov, mézeme rozliSenie vyjiat’ pomocou jednoduchéhotiahu:

skutocnyrozmei(cm)
pocetbodov

rozliSeni€DPI) = 254

RozliSenie vo vodorovnom a zvisom smere sa mdie Bava sa to najma vtedy, ak robime

obrdzkom neproporcionalnu Upravu, to znamena vgedamere ho natiahneme alebo skratime inak ak

smere druhom. Obrazové elementy maji potom tvaizoliéh pretiahnutého v smere mensieho rozlisenié.

RozliSenia pouzivané v praxi st zhrnuté v naslesyjjiabuke:

RozliSenie v DPI Obrazky Text a schémy
75 Menej kvalitna fotografia Tazkogitatelny text
150 Fotografie v novinach Nekvalitny text
200 RozliSenie klasickych fotografii Menej kvalittext
300 Kvalitné fotografie ¥asopisoch Novinovy text
600 Vysokokvalitné Fotografie Kvalitny knizny text
1200 - Vysokokvalitny text

Tabuka 2.2: RozliSenia pouZzivané v praxi.

Ukazuje sa, Ze oko toleruje menSie rozliSenie pga@clenitych obrazkov, pretoZe texty a schér

pozostavaju z rovnych, ohraenych linii s ostrym farebnym, zi&a ciernobielym prechodom, kde s

m
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akékd'vek nerovnosti prejavia na spojitosti hrany. Taxpreto vyZzaduje minimalne dvojnasobné rozliSel)
ako obrazok.

VysSie rozliSenie sa dosahuje tavterpolacioua zvykne sa aj nazyvanterpolovanym rozliSenim

o

Pouzivaju sa pri tom vyhladzovacie algoritmy, ktbrénu zbavia nerovnosti a takto vyratanu inforona
uloZia do suboru s obrazkom. Nejde vSak o skéorozliSenie! Na to treba davaozor. Tento
mechanizmus slizi hlavne na zlepSenielsdin fotografii. V digitdlnej mikroskopii vSak infmlované
rozliSenie neprinaSa Zziadnu novu informéaciu, spbsalturat zvéSenie objemu suboru s obrazkojn

uloZzeného v pamati pgaaca.
Zmena rozmerov a rozliSenia

Zmena rozmerov obrazku je jednou zo zakladnych ampier ktoré zvladaju nie len grafickr
Specializované programy, ale aj lepSie prehliaddotografii (Irffanview, Picassa2). Ide o zdanliVjo

jednoduchy ukon, ktory z¢&a realizujeme potiahnutim mysi do poZadovanékasi. Nebudeme sa tt

preto venovétechnike, ako zvladnuato operaciu, povieme si len nidko faktov, na ktoré by sme nema

zabudd, ked sa rozhodneme Vkos’ obrazku zmenii Stale mame na zreteli to, Ze snimame obrazk

mikroskopu a pracujeme na hranici rozliSovacej pabsti celej opticko-digitalnej sustavy. Pri zmehe

rozmerov totiz od p&itaca chceme, aby informaciu, ktora bola uloZzena v kweyja pate, povedzmemvi
bodov, rozlozil do iného @tu, N, bodov. Je jasné, Ze akljemenSie akavl, musi zakonite dofsk strate
¢asti informacie, v naSom pripade prideme o najneedétaily. Ani opany postup, teda z menSiehocpo
bodov na vé&Si, nie je Uplne bez problémov, i&kdu sa nemusime Béextrémneho zhorSenia kvalit¥,
straty vyznamnej informacie. Program musi v tomtipgde vhodnou interpalaou metodou dopdtat’
hodnoty obrazovych bodov, ktoré pribudli. Pri znmeraéhi aj zvéSovani potu bodov méze déjsnapriklad
ku vzorkovacej chybe — aliasu, efektu, ktory spdg®bvznik novych parazitnych Struktlr v obraziu
vplyvom zmieSavania priestorovych frekvencii. Aligory byvaju opatrené mozntsu vd’by antialiasingu.

e
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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)
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Obr.2.7: Ukazka dialégu zmeny rozmerov obrazkuehpadai Irfanview. Vpravo dole sa
nachadza moznésyberu metédy prevzorkovania (Resample filter)toTiankcia sldzi na

eliminaciu vzorkovacej chyby.

ZmensSovanie obrazkov si trebalne dobre premysli& nakd’ko po tejto procedudre nenavratrie

strhicamecas’ informacie. Stratené data uZz nemozno zistatovnym zvé&enim obrazku na pbévodn

—_

velkod’. Jednd sa o uZz spominané interpolované rozlis&nigazok sa formalne tvéri, Ze makge pccet
elementov, ale realne roliSenie si prinaSa z najeo formatu, na aky sme ho zmenSili. Kazdopapliadi,

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

Taktiez je dobre zvdli zachovanie proporcii obrazku pri zmenelkesti. Zamedzime tym|

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

2.2 Digitalne kamery

2.2.1 Snimaci prvok

Hlavnou sdag’ou digitalnej kamery, ktorou sa odliSuje od ,kl&sich® kamier je obrazové
zaznamové meédium, tzwnimaci prvok Je to integrovand mikroelektronicka polovmdia s@iastka —
mikrocip, ktord reaguje na svetlo. Pozostava z mnoZstiitlivych elementoyktoré dokazu nezavisle ol
seba zaznametialopadajuce svetlo. Premagu svetelny signal na elektricky. Snimacie elewyesit na
celom prvku umiestnené v pravidelnej ploSnej Stitekt v@&Sinou ako pravouhla sieExistuje prvok firmy
Fuji, ktory ma elementy rozmiestnené v tvatelieho plastu.

Snimanie svetla v digitalnych kameréch je zalozeméyuziti tzv.fotoelektrického javuPri tomto

jave sa svetlo dopadajuce na fotocitlivy materi@npiera na elektricky naboj, ktory s#alej transformuje
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na niektoru elektrofyzikalnu velinu (napétie, prud, vodivésatd.). Takto ziskany elektricky signal potor

—

uz vieme spracoveelektronickymi zariadeniami —diaka rozvinutym mikroelektronickym technolégiam F

(0]

dalej m6zeme uskladva’, prenasg upravovd, kopirova a podobne.

Existuju dva zakladné typy svetlocitlyvydfipov, ktoré sa liSia ako technoldgiou vyroby, tgk ja
v niektorych detailoch svoj€jnnosti. SU toCCD (Coupled Charge Device)@OS(Complmetary Metal-

Oxid Semiconductor).

2.2.2 CCDaCMOS

Skratka CCD vyjadruje principinnosti takéhoto zariadenia, ktoré je zaloZzen&lmerani naboja
vyprodukovaného dopadajucim svetlom. CMOS zasaspaedje skratku technoldgie vyroby istého typu
polovodiovych Struktlr pozostavajucich z vrstiev kovu adoxna polovodiovej podlozke. Je jedno, ako ¢
tieto dva superiace typy optickych snitoa nazyvaju, v zasade ide o rozdielne technolOkieré su

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

Vyvijali sa bok po boku priblizne od &atku 70. tokov minulého stok@. Takmer 25 rokov viedle

technolégia CCD. Dosahovattaleko lepSie vysledky v kvalite obrazu, idk&yroba bola nakladnejSia. wa
to, Ze technolégia CMOS momentalne existuje aj lagib snimania svetladatime najma prudkémt
rozvoju paitacov. Mnohé polovodiové prvky, ale najma @gitacoveé pamate a procesory sa vyrabaju prive
touto technoldgiu. Waka neustalym poziadavkam na minimalizaciu mikidebamiky presla technoldgie
CMOS bdrlivym rozvojom a dosiahla Urayekedy mohla koncom 90. rokov 20. stéieo za&at” vazne

konkurova’ aj v oblastiipov digitalnych kamier.

Ide priblizne oto, Ze zafiaco v pripade CCD dostavame vodivostné elektronyrékga potom

pripojenim nalezite tvarovaného elektrického napéatvadzaju do zbernice, pracuje CMOS na Uplne irjom
principe. Kazdy elemeriipu CMOS je uz priamo vybaveny zariadenim, ktorgnpigia naboje na napatis
atoto sa mbéze dokonca priamo pri danom elemenji¢alizova’. Ked'Ze vSetky elektrické prvky musii
leZa’ na povrchu polovodovej sitiastky, bolo treb&aka’ na miniaturizaciu, aby nedochadzaliaka ich
pritomnosti k vyraznej redukcii snimacej plochynsacieho bodu. Na to, aby sa svetlo sustredilo ragi
siastky, ktoré je naozaj na svetlo citliva, sa pvaldad kazdy bod mikroSoSovka. Tym sa dnes dosahuje

G¢inn& plocha snimacieho bodu poroviiateso CCD.

CCD a CMOS su dnes rovnocennymi konkurentmi, & K&CD je principoninnosti uz trochu
zastaraly koncept. Ma vSak svoje kvality, ktoré C8@Ste stale v niektorych oblastiach nedokiize
plnohodnotne nahradi
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2.2.3 Principéinnosti
Expozicia

CCD snimacie prvky st ploSné polia rovhomerne restnenych fotoelektrickych elementc
citlivych na svetlo. Kazdy takyto element je schpmo osvetleni vyprodukoveelektricky ndboj, ktorého
mnozstvo zavisi od intenzity dopadajuceho svetiatzy osvetlenia. Cely prvok sa n&itlr dobu osvetli,
kedy vznikaju tzv.fotoelektrony Potom sa snimanie svetla zastavd’ bmechanickou alebo elektricko

L
AT —

register register

Obr.2.8: Schéma witavania nahoia v CCl

uzavierkou. Doba osvetlenia sa nazgxpozind dobaa vo fotografii sa pouziva oz¥enie ré6znych doéb
prostrednictvom menovd®v zlomkov sekundy (napr. 250 znamena 1/250 sekuagpdobne). Pc
expozicii nasleduje fazdatania obrazu ulozeného v polovéovej Struktire prvku vo forme nahromadené
naboja umerného mnozstvu svetelnej energie, ktopadia do daného miestadas expozicie. Tento nabc
sa riadok po riadku odvadza do takzvangdgistra Najprv sa do registra presunie naboj z riadkorykfe k
nej najblizSie. Naboje z ostatnych riadkov sa pasuidSie. Potom sa z registra bod po bode presahagja
do zbernice, kde sa premi&@u na elektricky signal. Po vyprazdneni registiavgita d’alSi riadok a tak
d’alej. Signal sa’alej zosihuje, digitalizuje a posiela na spracovanie do oz

V pripade CMOS je to podobné, s tym rozdielom, derfaboj sa na elektrick(l vé&iu premigia
ihned” po nasnimani. Kazdy element obsahuje obsluznydbkiory premeni naboj na elektricky signé
zosilni ho a mbéze priamo aj digitalizavavycitavanie je potom ova jednoduchSie, menej nachylné |
Sumy a energeticky menej nédng@. NavySe je mozné vyhrden ukiti oblas’ celého prvku a ostatnt

informaciu ngitat’. Vyrazne tym mozno zvy8rychlog’ zaznamu.

e
Q <
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Snimanie farieb

Kazdy element v poli snindav (¢i uz CCD alebo CMOS) je citlivy iba na mnoZstvo t&aenie na
jeho farbd. Preto sa pri vyrobe umigste nad ne farebny filter. Tym dosiahneme obldetré budu
snima len tU ¢ag’ svetla, ktoru filter prepusti. NajpouzivanejSitpy. Bayerov filter (Obr.2.9). Kazdy
farebny filter prikryje prave jeden element snineha prvku. Sklada sa zo zelenych, modryceraenych

casti, prtom zelenych je dvakrat viac ako modry¢hgervenych. Tym sa imituje citlives’'udského oka,

ktoré je najcitlivejSie na zelenu (550 nm) farbuazidy snimaci element potom prinesie informéciudbllx
ou

jednej farebnej zlozke. Vysledna farba plochy k&bd@lementu sa ziskava matematickou operac
(interpolaciou), ktora zaha farebnu informaciu z jeho susednych bodov.

Na zlepSenie rozliSenia kamery, ktoré je Bayeroviiitnom znizené mozZno pouzi metddu
posuvania filtra, ptiom sa urobia tri zabery pri réznych polohach firaysledny obrazok sa apéypctita

pouzitim matematickej metody.

Obr.2.9: Bayerov filter.

NajjednoduchSsi spdsob farebného zdznamu pochatza ég&s analégovych televiznych kamiey.
Obraz sa pomocou optického hranola rozlozil ndarebné zloZzky dervenu, zelent a modru), ktoré ga
nasmerovali na tri rozne zadznamové prvky. Dnesstotkoncept vracia pod nazva@aCD. Fyzicky su v
takomto zariadeni naozaj pritomné tri snimacie yryke kazdu farbu jeden. Odpada tak neprijemso:
interpolaciou farieb. Vysledny obraz sa potom zmieS procesore do jedného a nedochadza kK sirate
priestorovej a farebnej informacie. ixal za to je vSak vy3Sia cena.

Rozmery snimacieho prvku

Na kvalitu obrazku ma vplyv aj rozmer snimanéhtep®pticka sustava mikroskopického objektiyu
je navrhnuta tak, aby mal obréa najmensie skreslenie najma v oblasti takzvampeiiaxialnehopriestoru.

’Nie je to Uplne pravda, snie vykazuji aj spektralnu zavistosCielom v3ak je dosiahriucitlivost v celom

viditernom spektre.
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Ide o priestor vEmi blizko optickej osi, teda o oblasti okolo streshrazku. JednoduchSie sa teda narabe
snimacim elementom mensSich rozmerov.

Zauzivany spbsob oz#mvania formatov snimacich prvkov pochadza z normey qiaré televizne
kamery. Udava sa vo form&selného zlomku ktory predstavuje priemer vidicombice TV kamier v
palcoch s rovnakou efektivnou snimacou plochou, pislusny sdasny ¢ip. Ak natrafime na prvok ¢
ozn&enim 1/3", nebude maihloprigku diha 0,33 ingo je priblizne 8,4 mm. Takytdip mé uhlopriéku
6 mm. Toto ozn&vanie nie je nijako Standardizované, preto sacgkét rozmery réznych vyrobcov méz

mierne lisf. V tabd’ke 2.3 sU zhrnuté rozmery najpouzivanejSich snchgmivkov.

Format Pomer stran Rozmery mm Uhloprigtka 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 8,8 x6,6 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: Zauzivané ozdenie formatov obrazovych snimacich prvkov a ich@iné rozmery

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

"4/3" 1

78'!

35mm
T~

Obr.2.10: Grafické porovnanie formatov snimaciarkpv. Najvasi obdznik predstauje 35 mm film

Ako si ukadzemedalej (pozri 2.2.4), na rozliSovaciu schoptid@mery a mikroskopu ma hlavny

vplyv velkos’ najmenSieho elementu snimacieho prvku, nie icketpale preto dobre vedieaky ve'ky

S

Z0
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element ma kamera, ktord pouzivame, alebo ktorichsstame kapi Medzi rozmermicipu, paitom

elementov a rozmermi elementov existuje jednodwetigh:

rozmercipu(mm)
pocetelementov

rozmerelement(um) =1000

Niektoré konkrétne modely kamier uvadzame v tahoh 2.4 a 2.5.

Vyrobca a model Format Rozmer elementu Rozmer pd’a
um 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 6.8x6.8 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 13.5x 135 27.6 262
Marconi CCD 48-20 1028 x 1033 13x13 13.3x13.3
Philips FTF3020-C 3072 x 2048 12x12 36.8x24.6
Philips FT18 1024 x 1024 75x75 7.68 x 7.68

Tabuka 2.4: Rozmergipov a elemntov vybranych vyrobcov digitalnych kami

(http://micro.magnet.fsu.edu/primer/digitalimagidigitalimagingdetectors.html)

Model Format Rozmer elementu Rozmer pd’a
pm 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 3,1x31 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 schepiraa jednotlivé farby. VEasti o farbach
(2.1.2) sme hovorili o farebnych priestoroch a gidgh kddovania farieb v pitaci. Tam sme schopnos
rozlidit isty paset farebnych Grovni oztiavali pojmom farebné alebo bitova hibka. Dynamicky rozsar:

kamery reprezentuje prave tento parameter a roveakovykne udavav bitoch. NajbeznejSie su 8 bitov

g

kamery,co znamena, Ze dokdzu zaznameRB86 Urovni réznych farieb. Vi rozSirené su aj 12 bitovi

kamery so schopntsu rozlist az 22 = 4096 Grovni kaZzdej farebnej zlozky. Problém hi v pripade

(°A)
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CMOS snima&ov) je vysoky Sum za tmy, ktory ovplinje snimanie nizkych drovni intenzit svetla. Pezto

spodné bity nevyuzivaju a snitnmema efektivne 12 bitovy rozsah. Tento nedostgéokiastaine

kompenzovany pri intoerpalaom vypdte farby elementu, kedy sa do Gvahy beru hodnobkditych

elementov a nahodny Sum sa tak p@atl&Xxistuju aj 16 bitové snirda, ktoré su vSak Yeni drahé a musiaIL

byt chladené. Pouzivaju sa najmd na snimai@mobielych obrazkov na Vmni presné merania. Dokaz

rozliSit az 65 536 odtigv Sedej.

Sumové vlastnosti kamier udava parame@mer signa/Sum (signal-to-noise-ratio, SNRpry sa
udava v dB a predstavuje hladinu Sumu v signald.iadinou nizSiou ako udava SNR, uz zariadenigeni
schopné rozligi signal od SumuCim vy3si je SNR, tym lepSie zariadenie. Vysoky SjgRi6leZity pri
presnom snimani objektov s malym kontrastom, pripandych citlivych meraniach.

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

nasledujuce typy Sumov:

e Fotonovy Sum- je spOsobeny Statistickou povahou fotonovéhau tRoissonova Statistika). Jg

umerny druhej odmocnine intenzity signalu.

e Sum za tmy- aj bez pritomnosti svetla sa mézu vytvamaboje, hovorime o tzv. tepelnej generékii

elektronov. Fotoprad za tmy sa taktieZ riadi Paissou Statistikou, to znamenéa Ze tento Sum
umerny odmocnine tepelne generovanych elektrénioexmozicii. Potlda sa chladenim prvku.

e Vycitavaci Sum- je kombinaciou systémového Sumu vznikajucehgmnasani naboja v CCD d
zbernice a premene na fotopriud a Sumu vznikajucanegsilneni signalu zosibvatom a pri

digitalizacii.

Rychlost’ zaznamu

Udava sa v obrazkoch za sekundu (fps). Bezné kadokdzu snimarychlog’ou 15 az 30 obrazkoz
za sekundu. Tento parameter prichddza do Uvahyy,vedd potrebujeme snimavideo, pripadne rychlu
sekvenciu zaznamov. Rychtbsaznamu je determinovana exgomu dobou a dobou vitavania. Niektoré
kamery s CMOSEipom ponukaju mozndszmensenia aktivnej plochy snimacieho prvéim sa doba

s o m

vycitavania zmensi a mozno tak zvygrchlog’ snimania az na 1000 fps.

2.2.4 Spojenie kamery s mikroskopom

je

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

vytvaraju tzv.neskuteny obraz(kapitola 1). Takyto obraz moZzno potom pozotbe&om. Namiesto oka

W
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mozeme k okularu priloZi objektiv fotoaparatu a rovnako ziskame obraz pegmty na plochu
svetlocitlivéhocipu. Problém je vSak v tom, Ze opticka sustavakthjeokular je navrhnuta priudské oko
a paita aj s jeho zobrazovacimi chybami. NavySe siatra&a nie je rovina, zatiaco film alebo

svetlocitlivy ¢ip rovinami su. Ide o zdanlivo nepodstatné detditgré maju za nasledok nielvei kvalitny

zv&Sa na krajoch rozostreny obraz. V niektorych prgghdmozno takéto rieSenie pasig, ale pre
seribzne pozorovania je nevyhovujuce.

In& moznos je pouZitie tzv.projek’néhookularu. Takyto okular je navrhnuty tak, aby vyaazv.
skut@’ny obraz teda obraz, ktory mozno zachytia premietacej ploche. Tou moéze’ lay svetlocitlivy¢ip
digitalneho fotoaparatu. Samozrejme, treba poistoaparat (kameru) bez vlastného objektivu. Zisksak
vel'mi kvalitny obraz. Daou za to je, Ze v pripade monoukalrneho mikroskapunebudeme nttamoznos

pozorovania &ami a v pripade binokularneho pristroja si jedekwarov odstavime.

NajlepSim rieSenim je tzwrinokuldrna hlavamikroskopu. Miroskop je vybaveny hlavou, ktola
okrem dvoch tubusov pre okulare na pozorovat#a ponuka eSte jeden,é&nou zvisly nadstavec, kton
slizi na pripojenie fotoaparatui kamery. Za kamerovym tubusom vznika v rovine z@mavého médial

skutasny korigovany obraz. NavySe mame zatioweoZnos vyuziva okulare.

Opticka sustava — mikroskop a digitalna kamera

Ako sme uz spominali, objektiv vytvara v tubuse noskopu skutény obraz. Obrazova rovina si
nachadza, v zavislosti od vyrobcu, 11 az 13 cm poahou okuldru. Tento skufioy obraz potom
pozorujeme okuldrom ako lupou. Dnes &esto pouZivaju tzv. mikroskopické objektivy korigoé na
nekoneéno, ktorych vystupom nie je skutoy obraz, ale zvazok rovnobeznyckidu. Aby skut@ny obraz
pre potreby pozorovania vznikol, zdige sa eSte tzvubusova SoSovkgObr.2.11)

r—_] kamera [_—_]

1 adaptér S——

TR
-

i tubusova | -~
SoSovka S

11-13 mm
1113 mm

160170 mm

, tubus ,

\Q )/ objektiv \@/

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

objektiv korigovany na nekotigo.
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Aj tak vSak obraz, ktory by sme mohli premigtma zaznamové médium kamery vznika vo vn(
tubusu, kam sa s kamerou nedostaneme. Preto jebpétrpred kameru zarédeSte opticky adaptér
Sosovka v adaptéri je prispdsobendkesti svetlocitlivého prvku tak, aby bola vyuzitd najvaSia cas’
zorného pia objektivu.Casto sa stava, Ze na adaptér povodne skonStruaaaBy mm kinofilm nasadime
digitalnu kameru gipom rozmeru 11 mm. Nasleduje sklamanie, pretozeé&pole je asi 4 krat menSie
inymi slovami mame mensi ,rotad“. Treba na to mysliea bul’ sa s takymto stavom zmigrialebo si
zadova# iny adaptér. Zaradenie nevhodnej SoSovky mézéetakies’ ku skresleniu obrazu a k zhorsen

rozliSenia a kvality hlavnhe mimo jeho stredu.
RozliSovacia schopnad objektivu vs. ved’kost® snimacieho elementu

Od mikroskopu poZzadujeme, aby sme pomocou nehozdbkézlisSt' malé detaily utitej vel'kosti.
Mo6zu to by rozmery od desatin az po déssiciny milimetra. MenSie objekty sa z principigbm dévodov
pozerd optickym mikroskopom nedaju. Ako mozno vidie tablky 2.6, najlepSie imerzné objektivy maj
rozliSovaciu schopnds0,24um, ¢o je 2,4 desdisicin milimetra. Tento limit savisi s vinovou paivou
svetla. Prakticky sme obmedzeni tym, Ze nemézejakmiozlist objekty mensie ako vinovdika svetla,
ktora sa pohybuje v rozpati od @ do 0,7um vo vzduchu, v imerznom oleji je to eSte priblizheakrat

mene;.

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

zobrazi obrazec snimaci prvok. V pripade na spodstmdzku je zrejmé, Ze body sa nedaju razlisi

V pripade mikroskopickej fotografie vSak do hryumtje eSte jedertlen, a to snimaci prvok
digitalnej kamery. Ukazuje sa, Ze na to, aby smblnmasnim& najmensi objekt, ktory je objektiv schopr

zobrazf’, potrebujeme zabez§i€, aby sa obraz najmensieho objektu zobrazil mimmala tri elementy

fitri

iU

T

Yy
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snimacieho prvku v jednom smere, teda plone byzuladazeny difralny kriZok zabera9 elemento¥

(Obr.2.12). Ak tato podmienku nesplnime, nedokazeraplno vyuZi moznosti, ktoré ponuka objektiv
Tabu’ka 2.6 obsahuje préad najpouzivanejSich mikroskopickych objektivov aemych zvaSenim a
numerickou apertirou. \WalSom sipci je pre dany objektiv rozmer najmensieho roigiého objektu,

ktory mozno wit zo vz'ahu:

R= 0617
NA

kde 1 je vinova dzka svetla (pouziva sa vinovéka stredu vidittného spektra 550 nmiNA je numericka
apertura objektivuObjektiv tento rozmer z¥&i a premietne na maticu svetlocitlivétipu kamery. Rozmer
najmensieho elementu snimacieho prvku musitgtina z rozmeru premietnutého obrazu bodovéhojad

— Udaj vo Stvrtom §bci taburky.

Tabu’ka 2.6: Rozmery premietnutych bodov jednotlivyclieébivov a poZzadovana ¥lkeos’ snimacieho elementu kamery pre
vinova dzku 550 nm.

Objektiv (NA) RozliSenie  Verkost premietnutého bodu PoZadovany rozmer
pm pm snimacieho elementyum
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 25
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, ko st&i elementov, aby bol najmensi detail rozli§ite Poda Shanonovho kritéria by
teoreticky mali st&éit’ dva obrazové elementy. Difrétky obrazec bodu premietnuty objektivom mé vSak kvahu s priebehom
intenzity opisanym Besselovou funkciou a na jedadah identifikaciu takéhoto objektu treba minimalniecbrazové elementy.

VSetko zavisi od toho, ako si definujeme pojemigoziacej schopnosti.
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Objektiv (NA) RozliSenie  Verkost’ premietnutého bodu Pozadovany rozmer
pm pm snimacieho elementyum
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

Vyvazovanie bielej

Zaznamoveé médium digitalnej kamery je citlivé piavana intenzitu dopadajuceho svetla. Farel
zaznam sa robi tak, Ze pred tym, ako svetlo dopadreement svetlocitlivéhtipu musime wlenit’ z neho
len jednu farebnu zloZzku. Bupomocou filtra (Bayerov filter) alebo presmerovanpomocou nejakéhc

disperzného optického prvku (hranol, mriezka). Attt dopadne nadity element snimacieho prvku nejak

Relativna intenzita Relativna intenzita

Relativna inten zita

Obr.2.13: Priklady spektier roznych zdrojov. Ha@espektrum slnmého denného svetla, v strede — volframova zZiaravitale
je spektrum bielej LED diédy. Vpravo su prikladygného posunu sp6sobeného posunom spekiraeonému svetlu.

é
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mnozstvo svetla, vznikne patny patet fotoelektronov a tomu umerny elektricky signAk snimame

osvetlenu bielu plochu, mala by thiaielu farbu aj vtedy, k& sa naiu pozerame po spracovani na monitcre
pocitaca. Nie je tomu tak vzdy. Oko sa dokaze roznym $wgte podmienkam prisposobaa biela stena
sa nam javi ako biela pri slnegnom alebo pri umelom svetle. Zo skusenosti vSakngieze, napriklad,
svetlo zo Ziarovky s wolframovym drétikom je oprelne&nému svetlu sfarbené do oranzova. Naopik,
svetlo z nednovych Ziariviek je modré (Obr.2.13gKionicky CCD alebo CMOS8ip sa réznym svetelnyrr
podmienkam nedokéaze sam od seba prispésmliotografie zaznamenavané pri dennom svetle ngja)
farebny odtié, ako fotografie s umelym osvetlenim. Digitalneofgparaty maju funkciu tzwyvazovania
bielej, ktora je bd’ plne automaticka, alebo manualna. Pri pouzitiraateckej funkcie sa fotograf nemusi p
ni¢ stara, procesor zhodnoti svetelné podmienky a pomocoaitégho algoritmu zmeni spésob snimatrjia
farieb tak, aby nedochédzalo k posunu faried’adbm k tomu, ako vnima fotografovanu scéadské oko.
Manualny rezim je sg@ahlivejsi, ale vyZaduje si jeden ukon navySe. Fatiogpusi pri konkrétnom osvetlerji
poveda fotoaparatu, ako vyzeré biela farba. Zosnima hghehdf a na zaklade tejto informécie procespr

fotoaparatu zasa upravi snimanie farieb.

14

Nakd’ko v mikroskopii pouzivame r6zne svetelné zdrojar(ky, Ziarivky, diddy, denné svetlo), j
treba osvoji si techniku vyvazovania bielej koli zachovaniuetamej vernosti vzoriek. Zvlé%otrebna je
tato zrenog’ pri analyze dokumentov napriklad v kriminalistikele farba papieru, atramentu a réznych
vlakien zohravaju vyznamnu dlohu. Farby, samozrejm&eme upravovaaj po nasnimani v gaai. V
takom pripade, vSak dochadza k sttatsti informacie. Nastavenie spravnej farby pri etpiototiz spésobi

zmenu spbsobu snimania farieb priamaipa zmenou interpot&@ého algoritmu.

V niektorych pripadoch je automatické vyvazovanield) neziaduce. Ak napriklad pracujemejs
farebnymi filtrami, procesor sa neustale snazithdarebny stred“,coho vysledok je Sedy, bezfarebrly
obrazok,¢asto s nizkym kontrastom. Podobne je to aj pri askopickej polarimetrii, kde pracujeme s

purpurovym pozadim a do popredia vystupuju farepogorované objekty. Farby tu vznikaju vplyvoin

otatania roviny polarizovaného svetla a nie su to fadainych objektov. Rovnako pri fazovej vizualiza«
v tmavom poli dochadza k zafarbeniu objektov, ktonénia fazu prechadzajuceho svetla a procedura

automatického vyvazovania bielej by tu zrejme Zlgha
Nerovnomerné osvetlenie — eliminacia pozadia

Casto sa stava, ze osvetlenie vzorky nie je v celomom poli rovnaké. Homogenitu osvetlenia je

vel'mi tazké zabez@®’. Najv&siu intenzitu pozorujeme v strede obrazu, Zatiarohy byvaju tmavsie.

“Ukazuje sa, Ze najspahlivejSie mozno bielu vyvéaZinasnimanim tzv. 18% Sedej. Papier s takymto powncinozno

ziska' v Specializovanych fotografickych predajniach.
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Tento, ¢asto iba esteticky nedostatok mozno pomerne jedrimdaliminovd, pripadne aj Uplne odstréni
Existuju dva spdsoby, ako sa s nerovhomerne osyetlgpozadim vysporiada

1. Oditanim realneho pozadia, ktoré nasnimame vopred

2. Najdenim pozadia pomocou matematickych metéd

Obr.2.14.: \favo nerovnomerne osvetlena vzorka — rez listomusakVpravo obrazok po ¢iani pozadia. Okrem

nerovnomerného osvetlenia sa podarilo odstraniné defekty

Prvd z mozZnosti je, samozrejme BgidivejSia a pokih méZzeme, pouzijeme ta. Okrem zéazar
pozorovanej vzorky nasnimame obraz bez vzorky @ tihva snimky jednoducho d&itame. Vé&Sina
ovladaov kamier robi tuto procediru v Zivom rezime, taki®zZzeme priamo ziskataobrazky s
homogénnym pozadim (Obr.2.14).

Druh&d moznos ndm pomoze vtedy, ak sme pri snimani nemyslelmoanos prvi. Obrazok je
nasnimany, vzorka neexistuje, nemame pristup k asikdpu. Ak je na obradzku dostate viditdné
pozadie, najlepSie vo vSetkych rohoch acai@j medzi nimi, méZeme interpdl@mu algoritmu vybia

body, ktoré predstavuju pozadie. Program si zvygt pozadia dorata a zaramveo z obrazka odstrani.

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

Vacsina vékych vyrobcov mikroskopov ponuka kompletné optickgitélne rieSenia, ktoré
zaltnaju zakladné programové vybavenie pre zaznamergvakiadanie, archivovanie a spracovai
fotografii. Vo vSeobecnosti mozno programy na spranie obrazu rozdeldo niekdkych kategorii:

- Komerné uzivatéskeé a profesionalne nastroje (Adobe Photoshop,| Bb@opaint, Gimp,
ImageJ)

— Specializované programy dodavane akgasiikompletnych rieseni (Impor)

e
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— Vlastné programy a zasuvné moduly (C++, Java)

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

je k nim dobrou alternativou
2.3.2 Digitalne filtre

Jednobodové operéacie

Je to najjednoduchSsi spbsob spracovania obrazer pilechadza postupne kazdy bod a’padv.
vyhWadavacej tabiky (,lookup table*) upravuje jeho farebnu hodnotu. Typickym prikladtakéhoto typu
operacie je gama krivka (poztag’ 2.1.40), ktora predstavuje grafickl reprezentammgpovedajucej

vyhradavacej tatliky. Cag’ tejto tabliky moZze vyzeranapriklad takto:

Pdévodna 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, Ze ak sa filter dostane na body s hodn@, priradi mu hodnotu 253, bodoin
s pévodnou hodnotou 3 priradi nova hodnotu 252pbod hodnotou 5 priradi 251 datUviedli sme priklad
inverzného filtra ktory zciernobieleho obrazku vyrobi negativ. V druhom riaakdZu vo vSeobecnosti ty
akékd'vek hodnoty medzi 0 a 255. M6Zu sa aj opakavaiektoré m6zu chylga
Tieto filtre sG malo narmé na pamapciitata. V pripade 8-bitového obrazku zaberie jedenrfitba 256
bajtov. Aj samotna realiz&cia filtra jefirei rychla a mozno ho pouZzaj virtualne. Pévodny obrazok zostava
nezmeneny, operacia sa vykonava iba na monitotétapa, pripadne na inom vystupnom zariadeji.

Formalne mozno jednobodovy filter zapisaatematickym vezahom

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

zavisi iba od jeho vlastnej pévodnej hodnoty.
Zafarbenie ¢iernobielych obrazkov pomocou vylitadavacej tabu’ky

Na farbenieciernobielych obrazkov sa taktiez pouzivaju Kathavacie tadiky. Pévodny obrazok
musi ma 8-bitov( farebnu tbku a vyttadavacia tadika potom obsahuje hodnoty indexov z farebije]

palety. Kolorovanie sa pouziva na zvidlitenie detailov, ktoré v stupnici odi@v Sedej nie su vidie
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Konvoluéné filtre

Ide o vémi Siroku paletu roznych efektov znamych aj z kafngeh softvérov. Princip ickinnosti

je zaloZzeny na postupnom aplikovani tzadra konvolGcie na upravovany obrazok. Jadro je matita

(tabd’ka) s rozmermi 3x3, 5x5 alebo 7x7 bodov, ktord salpa po obraze. Jeden obrazovy elem
.Zzapadne” prave do jednej bunky jadra. Spracovavalement, ktory lezi v strede jadra. Rozdiel api
jednobodovym filtrom je ten, Ze zdtido tam sa spracovava kazdy bod osobitne, v pripadedicnych
filtrov zavisi vysledna farba bodu aj od jeho susedSchéma jadra je na obrazku (Obr. 2.25)az Ag su
¢isla. Hodnota bodu, ktory bude v strede masky padita pod’a nasledujiceho vahu:

| =K(A)l, + Al +...+ Al )+C
kde 1,je povodna hodnota obrazového bodly, ,,...,1; su hodnoty susednych boddvje tzv.sklonaC

je aditivny koeficient ParametelK slizi na normalizaciu vyslednej intenzity danéhmdin Sitavanim
hodnét okolitych bodov mbZeme totiZI'wei 'ahko prekréit maximalnu hodnotu farby.

AL | A | As

Ag Ao A4

A; | As | As

Obr.2.15: 3x3 jadro konvotného filtra.

Medzi najznamejSie konvatué filtre patria zaostrovanie (sharpening) a ranwestnie (blur), z
ktorych ¢asto pouzivany je filteGaussovského rozostrenf@aussian Blur)Dalej s to rdzne zvyrapvase
hranci tiez reliéf (emboss). Na obrazku (Obr. 2.16) wade niektko najpouzivanejSich filtrov rozmer
3x3.

nt

Dt
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1111 214 2 -1/9 -1| |-1|5 -1
1111 1121 -1/-1| -1 0/-10
Rozostrenie Zaostrenie

0|1 0O -1/-1 -1 11-2]1 -2|-1/ 0
114]|1 -1/ 8 -1 -2/4 -2 -114 1
0/ 10 -1 -1/-1 11-211 oO|1 2

Hrany Relief

Obr.2.16: Jadréa niektorych konvohych 33 filtrov

Fourierove filtre

Sldzia na identifikaciu a odstravanie periodickych poruch obrazu. Takéto kazy kajdi napriklad
vo vzorkovacich mikroskopoch (konfokélny mikroskopk nie je dostatme odpruZzeny stél, na ktoror
mikroskop stoji. Tym padom sa mo6Zu vibracie okoéa podlahu prendSaa cell konstrukciu mikroskopu
Interferencia tychto vibracii s frekvenciou vzorkoia vytvara na vyslednom obrasiary a obraz vyzera,
akoby bol zvineny. Podobna porucha sa méze dabjayiv pripade Ziarivkového osvetlenia, ktoré bli
s frekvenciou 50 Hz. Ak digitalna kamera ¢itpva riadky postupne pas expozicie, mbze ddjsk
interferencii blikania osvetlenia a rychlosti&itavania, ak exponujeme pri kratkych exgo¥ich ¢asoch
(1/100 s a menej).

Cinnog’ Fourierovych filtrov je zaloZena na spracovanestorového spektra obrazu. Spektrom
zvy¢ajne nazyva znazornenie zastupenia jednotlivychkvémecii v signali. Tu teraz hovorime

priestorovych frekvenciach obrazku. Na najdenikspepouzivame tzv-ourierovu transformaciuvyvoj

Sa

A =4
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pacitatovych numerickych algoritmov priniesol vymozetiogkona’ tito, inak pomerne zlozita operaciy,
relativne efektivne a rychlo. Spominand numericl€tona sa nazyvaychla Fourierova transformécia
(Fast Fourier Transformation — FFTa byva dokonca hardvérovo implementovana v grafickiartach

alebo v procesoroch.
Cinnog’ filtra prebieha v troch krokoch:

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

Maska je frekvetny filter, ktory sa nejakym spésobom aplikuje naldmlne transformovany obrazl.
Zv&Sa ide o jedno-bitovy dvojfarebnyiérno-biely) obraz s obrazcami na mieste, kde mgt'dk

manipulacii s danotag’ou spektra.

Obr.2.17: Postupinnosti Fourierovho filtra

Priestorové frekvencie safiahuju na detaily istych rozmerov v obrazelké&efrekvencie predstavuijt
malé detaily a melé frekvencie zasa detailijkyeh rozmerov. NajmenSia frekvencia pritomna naoku
predstavuje prevratent hodnotu rozmerov obrazuraamsia frekvencia zasa v pripade digitalneho abrjaz
je dana prevratenou hodnotou vzdialenosti dvochzmwych bodov. Takyto filter teda mézeme pdwjina
zviditel'nenie utitej triedy detailov. Jednoducho si v spektralngjasti odfiltrujeme frekvencie, ktore
zodpovedaju detailom, o ktoré nemame zaujem adstdm po spatnej transformacii iba objekty takyjch

rozmerov, aké chceme vidie
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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 vyzn&ené oblasti, ktoré zodpovedaju frekvencii periodux pozadiaDalsi obrazok, (c), je

upravené spektrum, na ktoré sme aplikovali maskilesiymi oblagami presne v mieste filtrovanych

frekvencii. Jeho spétnou transforméaciu dostavaméazolk @isteny od periodického Sumu (d). Treba vS
upozornt’, ze pri tejto transformacii sa mdZzeme nechtiacviztbaj detailov, ktoré maju v smer
odstraneného Sumu podobnu periodu ako Sum. tVhadito vSak nemalo, ld&e sa predpoklada, z
poSkodenie svojou pritomnits tieto detaily prekryva. Treba o takomto spravdtra vedie’, pretoze ak

mame poskodeny obrazok, nemusi Bgurierov filter vSeliekom.
Pod’a druhu pouzitej masky rozliSujeme ni€ko zakladnych typov filtrov (Obr. 2.18):

» Hornofrekveny priepust— odstrani nizke frekvencie, ponecha len vysolgtafml len detaily

malych rozmerov)

» Dolnofrekverdny priepust —odstrani vysokeé frekvencie, ponechd len nizkea(@stien objekty

vel’kych rozmerov bez detailov)
» Pasmovy priepust ponecha len frekvencie vditom intervale, ostatné odstrani

» Pasmova zadrz edstrani len frekvencie v &itom intervale, ostatné ponecha

o O

Obr.2.18: Masky zakladnych Fourierovych filtrov.dmlnofrekveiny priepust, b) hornofrekvény priepust, c) pasmovy
priepust, d) pasmova zadrz.

ak

34
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2.4 Specializované funkcie

2.4.1 Binarne operéacie

Pouzivaju sa v pripade, ak potrebujeme zviditezmeny, ktoré nastali v zornom poli poitiom
case. Napriklad, ak sa objekt pohne, na prvy’adho nemusi hyzrejmeé, ak vSak zaznamename stay v
jednom momente a potomdalSom a pouzijeme operaciudidnia, ihnd uvidime akukdvek, aj nepatrnu
zmenu. Miesta, ktoré sa nezmenili butiérne, naopak, tie, ktoré sa zmenili budl o torintenejSie, aio
vaSia bola zmena. Na obrazku (Obr. 2.19) je dialdraiych operéacii v programe ImageJ s ukazHou
réznych operacii. Obrazky mozngitevat, odiitovat’, nasoht, deli, robit logické operacie a podobng.
Operacia sa realizuje tak, Ze prislusna matematigiétacia sa vykona s hodnotami zodpovedajucicli si

elementoch dvoch obrazkov.

=
Image1: [Plotof12-13_wp ~|

Operation: IAdd 'I

-~

Imagez: (o iract [YP :I'

Multiply
Divide

v

v CreateAND

[~ 32-hit|oR

HOR

Min v

ncel |

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

Vykreslenie intenzitnych priebehov v obraze

Tato funkcia nebyva Standardnouasiou kometnych programov, i k& ide o pomerne jednoduch
operaciu. Niekedy potrebujeme pogZneozloZenie intenzity (tzvintenzitny profi) po nejakej krivke.
Napriklad v mikrointerferometrii sledujeme intedatné obrazce. Su to svetlé a tmavé pruhy, ktoréSav:

pokryvaju pozorovany objekt. Pomocou tvaru a vatiakti susednych interfer@rych priazkov dokazeme

1 =4

vyhodnott’ tvar reliéfu objektu. Existuju, samozrejme soketiané algoritmy, ktoré detekuju tiet
interfereiné obrazce a néasledne ich vyhodnotizasto v3ak std, ak pozname priebeh intenzity
interfereiného pdia iba v jednom rozmere. Takyto priebeh mézeme matieky omnoho jednoduhSic
spracovavé(Obr. 2.20).
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Gray Value

0 50 100 150 200
Distance (pixels)

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

interferenymi maximami je 316 nm.

Iny priklad pouzitia funkcie vykreslenia intenzité priebehu je meranie vzdialenosti objekigv,
ich rozmerov. Rozmery méZzeme memariamo v obrazku, opasi vSak mbézeme situéciu zjednodus

z dvojrozmernych dat, mame jednorozmernu informaciu
2.4.2 Meranie s vyuzitim digitdlnej mikroskopie

Meranie vzdialenosti

Meranie vzdialenosti a rozmerov galSou jednoduchou, ale Rrai silnou a potrebnou aplikaciol
ktoru by kazdy Specializovany softvér k digitalkgmere mal obsahowaPri pozorovani mozno vyuzi
rézne meracie okulare, ktoré su vybavené porovidnacstupnicami, pripadne moéZzeme wyuz
mikrometricky posun stéeka mikroskopu, ktory byva opatreny stupnicou. RouZpccitata sa vSak tato
¢innog’ zjednoduSuje &asto aj spraslje.

Pred tym, ako sa do merania pustime, je nevyhmagréciu metdédu okalibrovaMeranie pomocou
poditada sa realizuje tak, Ze do obrézku nakresléiaeu (alebo iny objekt) a gitas zisti, aki ma Eku v
obrazovych elementoch (pixeloch). Ak chceme v skut@ni dZku, musime vedie aky rozmer mé
jeden obrazovy element v naSom obrazku. Tento 8dap6Zzeme jednoducho vygitet, ak pozname

vel'kos’ elementu snimacieho prvku kamery ac®eiie mikroskopu pdd vz'ahu:

_Ne

Z
kdel skutana dzka useky v mikrometrochN je dZka Gseky v obrazovych bodocte je rozmer elementt
snimacieho prvku kamery v mikrometroclZge zvasSenie mikroskopu (z¥&enie objektivu x zv&enie
tubusovej SoSovky x z¢8enie adaptréru). Treba sitdaozor, pretoz tentotah plati iba vtedy, ak sme p
nasnimani neupravovali rozmery obrazka a pri exjiogine nepouzivali funkciu na odsicvanie Sumu

binning

A =4
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 Typ Kalibrécie
© Kaigea T

Aplikuj

XY Kalibracia Zl

" Priame zadanie hodnét

r~ Kalibraéné hodnoty

o |
o

Kalibracia

« Referencia Kalibracia 1:1

Y Referencia

Jednotka mi

Referencia

IACE

e |

Nahraj
Meno siboru:

Idefault Ulot

Obr.2.21: Dialégové okno kalibracie v programe Impdmoziuje roznu kalibraciu v x-ovom a y-ovom smere.

Druha moZznog ako okalibrovd meraciu metddu je nasnimanie objektu, ktorého esgmozname.
Existuju kalibr&né stupnice, ktoré su vyryté to skla tvaru podldinéikroskopického skika. Na skléku
byva uvedeny rozmer najmensSieho dielika katihea stupnice (napr. 0,01 mm). Stuwda si
odfotografujeme pre dany objektiv a kameru. Potob¥eme v softvéri vykonakalibraciu tak, Ze cez
nieka’ko dielikov nakreslimeiaru a programu povieme, aka je v skutosti dlha. Tento Udaj si softvé

zapamata a vSetky merania préipe na skuténé hodnoty.
Pokitanie objektov a rozmerova distribUciadastic

Pctitanie objektov je viémi ¢astd metdda najma v biolégii a geoldgii. Ak sa @aame

=S

o koncentraciwastic €ervenych krviniek, primesii zin), neostdva nam &iiné, iba si v zornom poli
vymedzt’ urtiti oblag’ a atami spd@itat’, kor'ko objektov vidime. Je téinnog’ pracha a Unavna, najma
ide o véké mnoZzstvo vzoriek. Softvér, ktory dokaze takdwhu spint’ uz nepatri medzi jednoduchSie
vyZaduje si utitl prax operatora pri svojéjnnosti.

Uspednos metody spdiva v identifikacii objektov, ktoré ideme sftst. Najjednoduchsie je
zafarbt’ ich kontinualne jednou farbou. Na to sluzi funkgieahovania (treshold)Vymedzuje interval
farieb, v ktorom sa nachadzaju sledované objek8etky body na obrazku v tomto intervale sa pot:

zafarbia jednou farbou.

Prahovanie méze vyhtaaj oblasti, ktoré nie su pitanymi objektami, pripadne, ako vidi@ma
obrazku (Obr. 2.22), objekty nedokéze Uplne idiatifa’. PluginObject Conuting Analyse balikulmpor

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

Dilatacia zmeni prazdne body susediace s okrajovymi bodreéktb na body objektuErézia

odstrani okrajové body objektiVyplii dier zmeni body pozadia, ktorych viac ako polovica dageh
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bodov patri objektu na bod objekt@dstranenie Sumuzmenibody objektu, ktorych viac ako polovic

susedov su body pozadia na body pozadia.

Obr.2.22: Ukazka prahovania v Impore v plugine @bfeounting Anlyse.

Po identifikacii objektov algoritmus jednoducho &jpa samostatne stojace vyplnené plochysqon
moéze ukit, akd plochu zaberaju a p@dzvolenych kritérii ich rozdelido kategoriici urobit’ Statistiku

rozdelenia poth ved’kosti.
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Obr.2.23: Dialégové okno pluginu Object Countingadyse programu Impor.
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3. Elektrénova mikroskopia - SEM

Rastrovaci elektronovy mikroskop sa ukazal ako rjedaajuniverzalnejSich pristrojov na analy

mikroStrukturalnych charakteristik pevnych latoklavhou préinou Sirokého vyuZzitia rastrovacieh

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

Sériovo vyrabané pristroje dosahuji ¥asnosti hodnoty ~ 3 nm (30A). Nespornékeal prednotou je aj
velka hbka ostrosti, odva az tri rady vy3Sia ako u optitk mikroskopov. Vika Hbka ostrosti
a jednoduchas interpretacie zobrazenych predmetov dayd ziska vyznamnu informaciu o topografi
objektov v rozsahu z¥&eni od 50 do 1000 000x. Tento rozsah¢Zgdia s dostatmou rezervou prekryve
rozsahy zvé&Seni optického mikroskopu, na spodnej hranici roasa transmisného elektrénovét
mikroskopu, na jeho hornej hranici. SEM dbu@ pozorova kontrast elektrickych a magnetickyc
mikropoli. Mapovanie rozloZenia elektrickych potdov a meranie lokalnych elektrickych potencialav
postupy vyuzivané pri fladani nefunénych casti integrovanych obvodov. Tieto postupy je mo:
vykonava ako v statickom, tak aj v dynamickom reZitfienosti integrovanych obvodov. A v neposlednc
rade rozSirené pouzivania rastrovacieho elektrdrmwéikroskopu je spojené aj s podstatne jednoduct
pripravou vzoriek na pozorovanie ako je to v prgpadnsmisného elektrénoveho mikroskopu.

Z&kladnymi ¢ag’ami  rastrovacieho elektronového mikroskopu su jzdetektronov, sustave
fokusujucich SoSoviek, kolektor elektronov a zolbraacia jednotka (monitor). Prvé priemyselné zarnaele
ktoré obsahovalo vSetky uvedegiasti, sa objavilo na trhu vr. 1965. od firmy Cardbe Scientific
Instruments Co.

Za prveé prace, v ktorych sa popisuje pouZzitie castnia v elektronovej mikroskopii, s povazova
prace nemeckého fyzika von Ardenneho publikovarté e3oku 1938. Do existujuceho presvecovacie
elektronového mikroskopu boli vmontované vyiiwacie cievky,¢im boli poloZzené zaklady prvéh:
rastrovacieho transmisného elektronového mikrosk@pUEM). V uvedenych pracach boli publikovar
okrem technickych aj teoretické aspekty STEM. Naeprfotografii ziskanej na takomto zariadeni k
krystal ZnO. Uryclovacie napatie malo hodnotu 23 kV, &&é@nie 8000x a rozliSenie medzi 500 aZz 1(
A. Fotografia so 400 riadkami bola ziskané za 20. mi

Popis prvého SEM pouZzitého na pozorovanie objemnaiky bol uverejneny v praci Zvorikina a ko.

v roku 1942. Autori v praci uvadzaju, Ze na zosinig topografie vzorky boli vyuzité sekundarne &laky.

Kolektor elektrénov bol na potenciéli + 50 V&rwzorke. Tok elektronov vyvolal na odpore né@éy spad,
ktory bol privedeny na modulator jasu obrazovkwla vygenerovany obraz vzorky. Dosiahnuté rozliSe
bolo iba okolo 1um, ¢o bolo menej ako dosahovali optické mikroskopy (200). V dosledku druhej

svetovej vojny boli prace na zdokdioaani elektronovych mikroskopov prerusené. V rold48 sa na
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Cambridge University zali zaobera konStrukciou elektréonového mikroskopu Oatlye s Midlisihom.
Rozligenie ich pristroja dosiahlo v r. 1952 500MApracach na vylepSeni mikroskopov pakreal Smith.
Nahradil elektrostatické SoSovky elektromagnetickyraviedol nelinearne zosilnenie signalgvwkbrekcia)
a oSetril astigmaticku chybu zvéazku. Everhart srifleyim privedenim optického signalu zo scintilatora

fotonasohi prostrednictvom svetlovodu podstatne zvysilikeet’ signalu a podiel signal-Sum.

3.1 Interakcia elektronového zvazku so vzorkou

Pri dopade elektronového zvazku na vzorku dochddmanoZstvu fyzikalnych dejov, ktoré s
zékladom pre formovanie rdéznych typov signalov. riPaem generacia odrazenych a sekundarnich
elektronov, Augerovskych elektronov, charakterigilto a brzdného rontgenovského Ziarenia akol aj
fotbnov s energiami z oblasi ultrafialovej, viditej Eo

i infracervenej, transmisia a absorbcia elektrénc

Zdrojmi tychto signalov su Specifické oblas

* 10'3 Auger e.

L sekundarne e.

vyZarovania, rozmery ktorych silne zavisia ¢

energie elektronového zvazku a atomovétiela

prvkov vo vzorke. RozliSovacia schopiios

} ) ) ) L odrazeneé e.
elektronového rastrovacieho mikroskopu nie je de
priamo priemerom dopadajuceho zvéazku ale \. charakterstické
. i 3 y 3 Harenie
vinovou dZkou elektrénov ale prave rozmern
~ ., . . E = Ekr
vyZarujucej oblasti.

E=0
= spojite
= X - Ziarenie

.4 sekundarna

fluorescencia

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

zvéazku so vzorkou a priestorové rozdelenie pévodu

jednotlivych druhov signalov.
= D rontgen e

Primarne elektrony pri dopade na pevnu latku spiapeuznymizrazkam mall ¢ag’ svojej enegie.

Deje sa to hlavne pri vzajomnom pésobeni medzitglekni a jadrami. Pri tychto interakciach ale datte
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k pomerne vikym odkloneniam drah elektrénov. Tieto elektronysak dostanu zo vzorky na povrch,
registrované ako odrazené elektroNepruzné zrazkypri ktorych dochadza k Ykym zmenam energiil

primarnych elektrénov, nastavaju hlavne pri zrabksa silne viazanymi elektronmi. Tymto mechanizm¢gm

vznika charakteristické rontgenovské Ziarenie. Kagpym zmenam energie primarnych elektréan

dochadza aj pri zrazkach sjadrami atomov. Vtedyesargia elektronu uvauje vo forme spojitého

brzdného Ziarenia. Ak dochadza k nepruznym zrézg&arslabo viazanymi elektronmi vo vonkajSom obiile

atomu dochadza k emisii elektrénov. Tieto elektrémgju energiu mensiu alebo rovnu 50 eV a nazyvaj\| s

sekundarne elektrony.

3.2 Elektronova optika

Prad elektronového zvazku dopadajuceho na vzorktujeurintenzitu signalov sekundarnyc

-

elektronov, odrazenych elektronov, rontgenovskyotorfov adf’. pri zachovani ostatnych riadiacic

-

parametrov. Okrem toho rozmer sfokusovaného zvézkpovrchu vzorky @uje rozliSovaciu schopnos

rastrovacieho elektrénového mikroskopu. Elektronapficky systém je preto navrhnuty tak, aby bdlo
mozné dosiahnumaximalnu hodnotu toku elektrénov pio najmensSom mozZznom rozmere zvazku ha
povrchu vzorky. Pre spravne pouzitie mikroskoppreto nevyhnutné poztikonstrukciu optickej koldny,
¢innog’ jej jednotlivych komponentov a vedieastaw parametre tychto komponentov aby bola dosiahriuta

7elané kvalita obrazu.

Zdroj elektrénov

NajrozSirenejSim zdrojom elektronov v rastrovacielektronovych mikroskopoch je Zeraver

D

volfrAmové vldkno. VIakno priemeru okolo 1@én je zohnuté do tvaru pismena V. Ostrie ma rozrser
100x150um® a mé teplotu okolo 2700 K. Pri tejto teplote jédova hustota elektrénov z povrchu viakia

1,75 Alcnf. Zivotnos’ vlakna zavisi od Zeraviaceho pridu a pracovnét tv okoli vidkna a jeho doba j

\v

od 100 do 200 hodin. Elektrony emitované z katodytgplote 2900 K maju Maxwellovské energeticlié
rozdelenie s maximom pri energii 0,25 eV a rozptylod 0 do 2 eV. Pri katdéde je umiestneny Wehneljov
valec s kruhovym otvorom scentrovanym s ostrim dhatdlachadza sa vo vzdialenosti priblizne 0,5mm jod
katody a je na zapornom potencialy -200 V. Ma fumkmodulatora toku elektronov a prvej fokuasaj
SoSovky. Katdda je na premenlivom potencialy -2G0 -80 000 V. Andda je uUzemnena. Schéipa
elektronového zdroja je na obr.3.2.
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Obr. 3.2. Schéma elektrénovej trysky (1 — katdéda VEehneltov valec, 3 — ekvipotencidkiary, 4 — andda, 5 — premenlivy

odpor, 6 — zdroj vysokého napétia).

Obr.3.3. Detailna schéma zdroja elektrénov mikrpskdEGA. (1 — teleso odnimdieej ¢asti trysky, 2 — previma matica, 3 —
centrovacia vlozka, 4 — Wehneltov valec, 5 — fmiacia matica clony, 6 — clona, 7 — navadzaci k@i centrovacie Srouby

katddy, 9 — drziak s volfrAmovym vldknom, 10 — fragie Srouby).
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Elektronové SoSovky

Na sfokusovanie elektronového zvazku do koého rozmeru (50 A — im) na povrchu vzorky se
pouZiva sustava SoSoviek kondenzora a objektivuendemie ku ktorému dochadza je okolo 30 00
Kondenzor, ktory je w&inou zloZeny z dvoch SoSoviek okrem zmenSeniajeithlavne tok elektrénovehs

zvazku na povrchu vzorky. Posledna fokingaSoSovka, ol#ajne sa jej hovori objektiv, tuje koné&ny

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

DetailnejSi obraz o fokusacii magtickej SoSovkyn@zno vidi¢ na obr. 3.4. SU n@om zakreslené
magnetické sildiary pd’a H v otvore aksialne symetrickej SoSovky. Magnetickécgry prechadzaju
medzi dvomi paralelnymi polovymi Zeleznymi nadstwe 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 rovnobezny. Na obr. 3.4 je tigkresleny fokusmy inok nehomogénnehc

magnetického pga na pohybujuce sa elektrony.
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Obr. 3.4. Rez axidlne symetrickou magnetickou SkdovMagnetické siltiary su zobrazené spolu so zlozkami magnetickéh!

pola.
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3.3 Tubus VEGA

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

Verkog” stopy utuje rozliSenie mikroskopu a tym aj maximalne &ghie pouZzittné pri zachovani
ostrosti obrazu. M&inou sa predpoklada, Ze stopa je kruhova a Zeamssgvsky profil intenzity. Potoni
mobzeme jej vEkos' charakterizové napr. polSirkou rozloZenia intenzity. Pdkiby neexistovali vady
zobrazovania, je Y&og stopy ugena v podstate Vkosti zdroja elektrénov a jeho zmenSenim. V praxi| |
vel'kos® stopy zvdSena zobrazovacimi vadami poslednej SoSovky — tibiek. Vady objektivu klesaju sc
zmensujacou sa pracovnou vzdialeitas

Elektronovy zvézok mé tvar kuba ktorého vrcholovy uhol je dany apertirnym uhl@ifm v&si je
aperttrny uhol, tym 3irsi je kuZel a tym mensSisileka ostrosti a tym viac sa prejavuju vady objektiu
Apertarny uhol je mensi pri ¢aej pracovnej vzdialenosti a pri mensom zmenSegektiu.

Prad zvazku je @eny p@&tom elektronov, ktoré v danorase pret®l zvazkom v danom priereze|.

17

Verkos prudu vo zvézku sa ziuje s vékosou apertirneho uhla i s Rle@s’ou stopy. Sum na obrazovk

elektronovych rastrovacich mikroskopov je zavisty paitu elektronov, ktoré boli pouzité na ziskanle

ie

uzitocného signalu z kazdého vySetrovaného elementu yzé&tk mensej hodnote prudu je na ziskal
rovnakého signalu (informacie) potrebné pdéwdthSiu dobu snimania obrazu a naopak.

Je zjavné, Ze parametre zvazku sa navzajom awplyvOptickd sustava mikroskopu unioje pracu
v réznych rezimoch, kedy je mozné uprednos&t’ jedny parametre zvazku a druhé naopak patla

Uvadzame niektoré typicke pripady:

- Praca pri vékom zvéaSeni Je potrené J&é rozliSenie, ko’ stopy musi by mald, vady
objektivu malé (pracovna vzdialemdsratka), apertdrny uhol maly, prad vo zvazku malfg treba

pouzt pomalé rastrovanie.

— Praca svékym prudom.Velrkos' stopy a aperturny uhol je Kk, rozliSenie malé, uzitmé

zv&Senie malé, ale mozno potizychlejSie rastrovanie a obraz je bez Sumu.

- Praca s vékou hbkou ostrosti.Apertirny uhol musi by maly, pracovna vzdialentsvelka,

zmen3enie objektivu malé, ale'kest stopy je vika a rozliSenie malé.

Tubus elektronového rastrovacieho mikroskopu jektedaové optické zariadenie, ktoré vytvaja

a polohuje elektronovy zvazok. Tubus mikroskopu V€& sklada z tychto hlavny¢lasti:
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Elektronova tryska je zdrojom urychlenych elektron&klada sa z katody, Wehneltovho valf

a anody. Katéda a Wehneltov valec su

—
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Obr.3.5. Rez tubusom VEGA a schematické znazormemi®v elektronovej optiky.

pripojené na zaporny elektricky potencial, anédanygok tubusu su Uzemnené. Katdda je tvort
volfrAmovym vlaknom Zeravenym na taku vysoku teplofe dochadza k emisii Moych

elektronov. Vékos' napatia medzi katédou a anddoduje urychiovacie napatielektronov a tym
aj ich energiu. Prad elektrénov z trysky je chagakivanyemisnym pradomren je mozné meni
prikladanim zaporného potencialu medzi Wehneltdeoa katodu. Cely systém trysky sa cho
ako ,virtualny zdroj* elektrénov charakterizovangl«tos’ou (zhruba 25 az 5@m), energiou
elektronov (500 eV az 30 keV), emisnym pradom (@2 8A) a svietivosou.
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Centrovanie trysky sa vykonava sustavou elektromigghkych vychyovacich cievok umiestnenyc!
tesne pod tryskou. Slizia k nakddiu elektronového zvazku emitovaného z trysky talky
vstupoval do osi optickej sustavy tubusu. Ovladgaemocou riadiaceho programu (funkgan
alignmen).Tryska je spravne vycentrovana pdkig vyberana stredna, najintenzivnej$ias’

elektronového zvazku a jas obrazu je najvyssi.

Spray clona je umiestnend pod centrovacimi cievkaysky. Je ufena na zadrZzanie okrajovyc

casti zvazku emitovaného tryskou.

Dvojica kondenzorov C1 a C2. Kondenzory su silngmesické SoSovky sluzZiace na zmenSova
virtudlneho zdroja elektrono\Cim v&sSie je budenie kondenzoru tym kratSia je jeho dtuvid

vzdialenog atym vé&Sie je jeho zmenSenie. PoZzadované zmenSenie sadi@hni vaiSinou

réznou kombinaciou zmenSenia oboch kondenzorovI'godvoleného rezimu ovladani.

Kondenzory st ovlddané nezavisle na ostatnych dchcProbe Current. Cim mensia je

pozadovana J&os’ stopy alebaiim mensSi je prad zvazku, tym d&ie je budenie kondenzoroy|.

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

velkog” apertarneho uhla.

Pevna apertarna clona orezava vysledny zobraza&ok. Je umiestnena v drziaku na kol
centralnej vdkuovej trubky tubusu, priblizne 60 mpad kondezorom C2. Optimélnalkes’ otvoru

v clone je 5Qum.

Pomocna SoSovka IML (Inter Medial Lens) a cievkgtoevania tejto SoSovky IML Centering. IML
je magnertick& SoSovka, ktora sa pouziva na zmperlay zvazku vstupujaceho do objektivu IM
alebo na zobrazovanie, Reje objektiv O1 vypnuty. Pri zmene budenia IML dadha
k neziadicemu posuvaniu elelktbnového zvazku odtlkamit osi, a preto je treba toto posuvar

kompenzové pomocou cievok centrovania IML Centering.

Stigmator je elektromagneticky osempdlovy prvokllgis na kompenzéciu astigmatizmu v

vSetkych rezimoch zobrazovania.

Rastrovacie toroidalne cievky. SuU navinuté na degith kraZzkoch a umiestnené v dvoc
poschodiach. Cievky sU napdjené zdrojom prudu @Hovcharakteru. Frekvencia pilycuje
rychlog’ rastrovania elektréonoveho zvazku, amplitida zqroke mikroskopu a teda aj zigenie.
Amplitadu pily oboch poschodi rastrovacich cievekmozné ovladaoddelene a je tak mozn
ment’ nielen zvaSenie, ale aj polohpivot pointu(bod, kde elektrénovy zvazok s rastrovania
pretina os tubusu). Pridanim jednosmerného prapilek op& nezavisle v oboch poschodiach

—
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mozné posuva stredny zvazok. Rastrovacie cievky spolu so stigneén a pripojovacimi
konektormi tvoria jeden konStrtiky blok.

» Objektiv O1 je poslednou magnetickou SoSovkou tupugora formuje vysledny elektronov
zvazok. V beznych rezimoch zobrazovanigujg budenie Ol tzv. pracovnu vzdialetio&o je

vzdialenog medzi vzorkou a spodnym koncom tubusu.

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

cievkami. To umotuje ve’ka variabilitu pri v@bach réznych zobrazovacich rezimoch.

Zobrazovacie rezimy VEGA mikroskopu

Zakladny rezim zobrazovania je reZIRESOLUTION (obr.3.6). Je weny na zobrazovaniecs
najlepSim rozliSenim. V tomto reZzime VEGA pracigerrako ako ostatné bezné trojSoSovkove mikroskc
kedy IML je vypnuta.. Kondenzory su budené programsOOM CONDNSER. Pri plnom budeni C
a clone s otvorom 5@m je apertura priblizne optimalna pre kratke pra@owvzdialenosti (4 az 5 mm
a urycifovacie napéatie 30 kV. Centrovacie cievky IML sU nyte. 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 rovnobezne s osou O1 zmemmogemernej zlozky pradu v rastrovacich cievkach.

RezimDEPTH sa pouziva vtedy, kiéje potrebné zvysihibku ostrosti. Od predchadzajlceho rezir
sa liSi tym, Ze je zapnutd pomocna IML SoSovkasp@sobi zniZenie apertlry dopadajuceho elektrormon
zvazku na ukor Miosti stopy. Prad vo zvazku sa pritom nezmeni. gatie cievky IML su budené tak
aby pri prepnuti z reZImiRESOLUTION do rezimu DEPTH nedochadzalo k posuvu zobrazované

miesta. Efekt zvySeniailbky ostrosti sa da dosiahhaj na beznych trojSoSovkovych mikroskopog

vymenou apertirnej clony.

Rezim FIELD sa pouziva na vyadavanie miest na vzorke. Na zaostrenie elektrdrm\a¥azku
vyuziva pomocnl $oSovku IML, zatigo objektiv O1 je vypnuty. Apertira zvazku jel'ne malé a fbka
ostrosti taka vika, Ze obraz je v podstate zaostreny pri vSetkya$iatinuténych miestach na vzorke
Pretoze O1 je vypnuty, neovphje stredny zvazok, ktory tymto nemusi prechéddd&zko osi O1. Poloha
pivot pointu rastrovania sa optimalizuje Iabiska zorného pa. Centrovacie SoSovky IML Centerin
centrujad pomocnu SoSovku IML tak, aby nedochadafmosuvu obrazu pri zaostrovani. Jednosme
zloZzka pradu rastrovacich cievok je nastavend ahly, pri prepnuti z reZImRESOLUTION do reZimu

~
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FIELD nedochadzalo k posuvu zobrazovaného miesta. Ndeyhdohto reZzimu je W&a stopa a
maximalne pouzitné zv&Senie je iba 500x.

RESOLUTION DEPTH

Cl1 C1

C2 C2

IML

01

Obr.3.6. Schéma prechodu zvazkov tubusom OhbiSEhéma prechodu zvazkov v tubuse
v reZimeRESOLUTION. v rezimeDEPH.




FIELD

~

>

IML

01

L1

Obr.3.8. Schéma prechodu zvazkov tubusom
v rezimeFIELD.
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FISH EYE

C1

IML

01

.

ObiSg®éma prechodu zvézkov tubusom

v rezimé-1SH EYE.
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3.4 Obrazova priloha

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

Mikrofotografia hlavy muchy
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Mikrofotografia hlavy mravca

SEM MAG: 306 x DET: 8E Detector | I
Hv: 30.0 kv DATE: 03i11405 200 um Vega@Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging
Zns
Zahoran

Mikroforografia ZnS. Ukazka \i&ej hibky ostrosti SEMu




94

SEM MAG: 168 x DET: SE Det + BSE De
HV: 30.0 kV DATE: 11/08/06 500 um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Mikrofotografia prvkového Standardu vanadu zobrébenv dvojmodovom rezim&avacad’ obrazu je zhotovena pomocou

detektora na sekundarne elektrény a prava detektaoeodrazené elektrony (Z-kontrast).

SEM MAG: 497 x DET: BSE Detector Lok
Hyv: 30.0 kY DATE: 04/11/06 100um Yega @Tescan
VAC: Lowvac, 45 Pa  Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Mikrofotografia bukového dreva v reZzime nizkehdtlay komore (45 Pa).
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4. Rastrovacia sondova mikroskopia

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

rad mikroskopickych metdd vyuzivajucich duunelovy jav medzi hrotom sondy (ihla s polomerc

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

hrotom sondy a meranym povrchom.

Mikroskop vyuZzivajuci tunelovy jav sa nazyva Rasad tunelovy mikroskop (Scanning Tunnelir

Microscope - STM), stag’ou ktorého je zwajne aj tzv. Rastrovacia tunelova spektroskopiatiSing

9

Tunneling Spectroscopy - STS), vyuzZivana hlavne nmeranie lokalnej hustoty stavov na povrchu

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

mikroskopickych metdd tvoria mikroskopy, ktoré viwgiu silové posobenie medzi hrotom sonjy

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

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

pripraveny z magnetického materidlu a Studujemeneiacky material, upléuju sa magnetické sily medz

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

Force Microscope - MFM). V sasnosti je rozvinutych mnozstvo silovych metdd madajeme ich

akronymom SFM (Scanning Force Microscopy). V nagjigckj tablike spomenieme aspaiektoré 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

ic
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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 dodaténym 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 blizkodmvy opticky mikroskop Interakcia optického Ziarenia s povrct ym
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 zhae,
pomocou ktorého bolo mozné zmapotvaojrozmerné povrchy vodivych tuhych latok s atéym
rozliSenim. Za objav STM dostali Binning a Rohrebilovi cenu za fyziku v roku 1986, t.j. iba’ pékov

po svojom objave.
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5. Tunelova mikroskopia a spektroskopia

Princip Rastrovacieho tunelové mikroskopu je zalgZzena fundamentadlnom jave kvantovp

mechaniky znameho uz nacmtku 20-tého stor®a pod pojmom tunelovy jav. Na zaklade tunelovéinaj
boli zatiatkom minulého storda vysvetlené mnohé javy, ktoré na zaklade klagiffaky nebolo mozné
objasnt. Ide napriklad o vysvetlenie rozpadu jadiagkych prvkov -a castice (Gamov 1928), ionizaci
atomu vodika v externom elektrickom poli (Oppent&ini928), studenej emisie elektronov z kov
(Fowler a Nordheim 1928), tunelového javu v spojkef - vakuum — kov (Frenkel 1930) a v spojoch ko
izolator — kov (Somerfeld a Bethe 1933), ako ajtatienie a vysvetlenie principtinnosti tunelovej diody

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

5.1 Tunelovy jav

Predstavme si dve kovové elektrody oddelené paten@u bariérou (v redlnom ponimani oddelené n:
vakuovou medzerou, alebo dielektrickym materidlovhklasickom ponimani by cez takyto systém ner
tiec® Ziaden prud. Ak vSak vakuova medzera, resp. hritikéektrického materialu dost&te tenké

(rddovo jednotky nanometrov — 1(m), pristrojmi moéZeme zmataexponencidlne narastanie pradu s

zmensujucou sa Sirkou medzery, resp. hrubky drt&kho materialu. Tento jav je mozné vyswvet

pomocou kvantovej mechaniky, kde predpokladamewlmmvahu elektrénu.

_ -0 pre x<0 a x>d
1=

Vo R4 pre 0<x<d

L II. III.

Predpokladdme kov s traymi elektronmi (V(x) = 0 v regidne I. a lll. a V) 0 v regione Il.)

pr.
hal
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RieSenie Schrédingerovefasovo nezavislej rovnice

_h? AW
2m dx

+V (X)W (X) = EW(X)

vinovafunkcia¥ méav regionel., I1., alll. rieSeniev tvare:

Y, (x) = A + Be™
W, (x) =Ce ™ + De™
W, (x) = Ee“ +Fe™

p 2m 1/2 2m 1/2
kdek =;=[?E} ;0’={?(Vo _E)}

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

i :i_h wo"i—q}*d_w
2m IX 1704

KoeficientpravdepodbnostprechoduD dostanemepomeruD :%
1

D = Me™*
vo WKB priblizeni (Wentzel-Kramers-Brollouin) j¥ L1
D(E) = Me™

d
K =ja(x, E,)dx
0

a(x,E,) = (?j V) -E[J"

V d’alSejcasti si odvodime tunelovy prud v stacionarnom miépare tunelovy spoj Normalny kov — izolatc
— normalny kov (NIN).

=S
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Tunelovy prud — stacionarny pripad

N, IH N,
Yy

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

Prudové hustota cez jednotkovu plochu je vo vSendsttdana vyrazom:

—

j —env

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

nosia naboja a

f(E)=

= e Fermihorozdelovam funkcia

Ak predpokladame prechod tunelového pradawej elektrody do pravej a o v tvare:

dj, , =evdnD _,(E,v,,v,)N(E-eV){l- f(E-eV)

dj,., =evdnb, ,(E,v,,Vv,)N,(E)f(E)
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_ 1
= dkdigdk,

3 3
m y 2m’ . -
dn= —(—h j f,(v)dvdv,dv, = 3 f,(v)dv,dv,dv,

kdef,(v) = N,(E) f (E)
. 2em?
s _TjdvxjjdvydevXDlHZ(E,vy,vz)Nl(E) f (E)N,(E-eV){1- f (E-eV)}

= ﬁ] dv, [[dv,dv,v,D, ,(E.v,,v,)N,(E) f (E-eV)N,(E —eV){1- f (E)}

2-1

D, ,(E,v,,v,) =D, ,(Ev,,Vv,) =D(E,v,,V,)
Pre celkovu hustotu prugu
1=li.27 )21

2enf

| dv,dvv,D(E, v, v,)N, (E) x
xNz(E eV f(E)- f(E-eV)]

Integracia cez energiu

1 dE 1 dE
V,=———, mv=7K, Vv, =—
i dk, m dv

dE, = mvdv,
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2errf’ _ f(E eV)}x

”dv dv,D(E,v,,V,)

1 1
E:Emvf +§m(v§ +V;)=E,+E
kde

_l 2 2 _l
E, —Em(vy+vz)—§m\f

d§ =my dy
vpolarnychsaradniciah
dv,dv, =27% dy

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

_ 4rmey

dE.D(E,)[ dE N.(E)N,(E-eV){f (E) - f (E-eV)}

Uvedeny vZah musi plati pri ugitych zjednoduSeniach aj pre priamy sgoj,je vlastne skiska spravnosti
a mali by sme dostaDhmov zakon, t.j. U = R.l, resp. | = U/R. Pre Hidbnie D(E) = konStanta, resp. D(E)

=1 pre priamy spoj (nepreruseny drot) sa vyrazopie zjednodusi na:
w =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:

| = CNy ON, 0) [ dE(f (B) - £ (E - V)
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Pri teplote T = 0 K je rozdiel Fermiho roZdeacich funkcii bd’ 1, alebo O:

f (E) _ f (E —eV) :{lpreO<E<eV

0 preE<OaE>eV

a v kongnom dosledku dostavame Ohmov zakon v tvare:

ev
1
I (T =0) =CN, (O)N,y, (O)J.dE = av Ohmov zakon
0

Obr.5.1 Zavislodpradu od napétia pre tunelovy spoj a ¥odi

5.2 Rastrovaci tunelovy mikroskop

Cinnog’ Rastrovacieho tunelového mikroskopu je zaloZensySadie popisanom jave. Ak zoberien
vel'mi ostra ihlu (s polomerom zakrivenia ni¢ko nanometrov az desiatok nanometrov) a pribliZejdm
skimanému povrchu (medzi ihlu a skimana vzorkuopinhe napéatie radovo stovky milivoltov), pi
vzdialenosti hrotu ihly od povrchu vzorky radovadipetiek nanometrov Zéna medzi nimi preteka

experimentalne merdtey prad, ktorého vi&kos' je radovo nanoampérey( 010° A).

Prad medzi hrotom a vodivou vzorkou si mézeme wyjapomocou veahu | = J/S, kde J je prudov
hustota odvodena v predchéadzajuconiam a S je plocha. Pri ditych zjednoduSeniach (hustoty stavc
N1(E), No(E) su konstantné, rozdiel Fermiho robalacich funkcii je pre T = 0 K rovny 1) zavisi tiowey
prad iba od koeficientu pravdepodobnosti prechotkktenu cez bariéru D av kotreom doésledku

mdbzeme napisavyjadrenie pre prad v tvare:

e

N
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~
=~

INN

Vex;{—zh—d m(V, — E)}

NajpodstatnejSim momentom je to, Ze tunelovy prigpoeencialne zavisi od vzdialenostihrotu
a povrchu vzorky. Detailnym vygtom je moZzné ukara ze pri zmenal 0 0.1 nm o je zrovnaténé s
rozmerom atému) sa zmeni tunelovy prad skoro onede, t.j. desakrat. Ak by sme dokézali lineérn:
posavad hrot ponad povrch vzorky v konStantnej vzdialenastomy na povrchu predstavuju pre taky
systém nerovnosti, ktoré dokazu meninelovy prid aZz o jeden rad. To vlastne vyugitining a Rohrer

14

pri konStrukcii rastrovacieho tunelového mikroskogko posuvny systém pouZili piezokrystaly (krygté
meniace svoj rozmer v dbsledku priloZzeného napéatektory pripevnili hrot. Zmenou napati na tro:
piezokryStaloch dokézali mehpoziciu hrotu v x-ovej, y-ovej aj z-ovej osi atagne merali tunelovy pruc
medzi hrotom a povrchom vzorky (obr. 5.2).

It

X
:
Hrot

/WWQW’ % 0503)’0@7‘ 0“'0'0&0’ ’0‘0’0‘0‘0&
y
.
<2
..

Vzorka

Obr. 5.2 Schematické znazornenie posuvu hrotuské@chanym povrchom pomocou troch piezokrystalov.

Na obrazku 5.3 je znazornené rastrovanie povrclhamegvzorky v dvoch smeroch, gom pohyb
hrotu nad povrchom vzorky je zabe#pry meniacim sa napatim na piezokryStaloch.
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SMER RYCHLEHO ZAPISU
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Obr. 5.3 Rastrovanie povrchu v x-ovej a y-ovej danelovy prid je merany iba v smeroch vysmaych plnowiarou.
Rastrovaci tunelovy mikroskop méze praabvalvoch modoch (Obr.5.4):

1. MaAd konstantnej vySky
2. Mad konStantného pradu

V prvom pripade sa vySka hrotu v z-ovej ostgmrastrovania nemeni a v désledku nerovnosti pavi
(az na atomarnej arovni) sa meni tunelovy pradrkitmeriame. Zo zmeny tunelového pradu moéze
zrekonStruovétrojrozmerntd mapu Studovaného materialu.

V druhom pripade pristroj zachovava konStantny pnetizi hrotom a povrchom vzorky. Poloha hrotu
teda musi metia na zéklade pohybu hrotu v z-ovej osi, t.j. zmaapéatia nakladaného na piezokryst
mobzeme opé zrekonStruova trojrozmerny obraz povrchu meranej vzorky a tonazatomarnej drovni.
Pohyb hrotu je zabezpeny zmenou napétia na prisluchajucom piezokrystdtee sa meni v dosledki

zavedenia spatnej vazby viazanej na tunelovy prud.

Mod konStantnej vySky Moéd konStantného prudu

Smer rastrovania Smer rastrovania

a)

Obr.5.4 Princip rastrovania v mode konstantriéirgtantnej vySky (a) a konstantného pradu (b)
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-8.85

-0.10

-8.15

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

Na zaver je potrebné zdbragne Rastrovacim tunelovym mikroskopom mézeme thibia povrchy
vodivych vzoriek. Taktiez je potrebné si uvedémjednoduSenia ktoré sme urobili. Predpokladali,shee
hustota stavov Studovanej vzorky je konStantnaripgae Ze to tak nie je, zmena v hustote stavogab:
mohla klamne prejatviako nerovnas povrchu. Z uvedeného dévodu je vhodné neznamekyzmevert’
nezavislou mikroskopickou metdédou (v zavislosti peicSenia), napriklad Rastrovacim elektrénovym
mikroskopom, Atdmovym silovym mikroskopom a podobne
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astrovacie silové mikroskopické metody

Binning s kolegami poktmval vo vyskume rastrovacich technik a zistilivgripade pribliZzenia hrott

na vémi malé vzdialenosti k povrchu meranej vzorky s&irgl uplatova® medziatomarne sily. Zc

zakladného kurzu fyziky vieme, Ze najprv sa metiamami z&inaju uplatioval’ pritazlivé (atraktivne) sily,

avSak pridalsom priblizovani sa Z@aju uplatiova’® odpudivé (repulzivne) sily. Na obrazku 6.1

znazorneny priebeh medziatomovej sily v zavislostli vzdialenosti atomov (hrubd plnédiara)

s vymedzenim jednotlivych médov Atbmového silovémigroskopu.

Obr. 6.1

AsaF

Kontaktny mod
Repulzivna
sila

z — vzdialenost’ hrotu od povrchu vzorky

>

Bezkontaktny 1 Atraktivna
mod sila

Nekontaktny mod

Zavisladmedziatdmovej sily od vzdialenosti hrotu od powretzorky.

Ak by sme zobrali viami tenku ihlu a’ahali by sme ju vo \eni malej vzdialenosti nad povrchom vzork

v zavislosti od vzdialenosti sa budu prejavdbad’ atraktivne, alebo repulzivne sily. Ak je ihla ustieena

na vémi ohybnom drziaku, drZziak sa bude ohybazavislosti od pésobenia tychto sil medzi hrotc

a povrchom skimaného povrchu.

ly

. /7

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 maaména viacerymi spésobmi. Jeden zo spdsok
je snimanie tunelového pradu medzi nosnikom a @oéd@tn vodivym hrotom nad nosnikom (Obr. 6.4¢
Ide vlastne o sériové zapojenie silového rastr@racimikroskopu a tunelového mikroskopu so staciamar
polohou hrotu a premenlivou vzdialefios 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 zaty
na merani zmeny kapacity, jednu elektrodu ktorejitmosnik (Obr. 6.4c). V gasnosti sa najviac pouZzivaj

posledné dve metody (obr. 6.4 d, e).

—

Interferometer

SoSovka |

STM

Meraci

Piezo -

Krystal

a)

Polovoditovy laser
Kvadrantova
Didda

d) e)

Obr. 6.4 Niektko metdd pouzivanych pre meranie ohybu nosnikatehr— a) tunelova metdda, b) interferometrick&duia,

c) kapacitna metdda, d) metéda merania odrazeriéhale) metdda merania rozvazenia Wheatstonovéhidkanos

:-

oV

N
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V Rastrovacich silovych mikroskopoch pracujlacich mbovej teplote je ohyb nosnika merar

<\

laserovym |dom (Obr.6.4d). Laserovy #idopadd na zlatom pokryty ,chrbat® nosnika (kv@p3ej
reflektivite) a odrazeny ltije detekovany kvadrantovou diédou (Styri diédy raiketrovych rozmerov). Pr
ohybe nosnika v désledku silovych interakcii s pbem vzorky sa zmeni aj uhol odrazu a teda aj zic
stopy laserového a na kvadrantovej diode. Signdl z jednotlivych dig@im dava informaciu o smerk
zakrivenia nosnika a amplitide ohybu. Z tychto &lign je nésledne mozné zrekonStrubvapografiu
meranej vzorky. Princip detekcie odrazenélta jé ukazany na Obr.6.5.

Kvadrantova
dioda Lu¢ polovodi¢oveho
lasera

Obr.6.5 Princip merania ohybu nosnika hrotu kaativou diédou

Posledna metdda uvedena na obrazku 6.4e je poazikame v kryogénnych variantoch Rastrovacich
sondovych mikroskopov. Dévodom su problémy s nastanim optického systému pri nizkych teplotach
(@z do 1.5 K), ako aj zmenou parametrov elektrombkprvkov. V kryogénnych SPM sa pouZivalu
vacSinou nosniky s Wheatstonovym mostikom. Wheatsanostik je pripraveny implantaciou vhodnych
atomov do kremikového nosnik&im vytvorime Styri odpory vykazujuce piezorezistiviav. Ohybom
mostika v jeho diagonale mézeme ntlesgnal imerny amplitide ohybu a nasledne z toigttdy mdézZzeme
zrekonStruové topografiu meranej vzorky. Meranie odchylkgddtorznym ohybom Ka do smerov a jehc

naslednou detekciou vyuziva tzv. Lateralna silowé&oskopia (Lateral Force Microscopy - LFM).
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Sila v smere os1 Lateralna sila

Registracia Kontrolna
polohv z elektronika x, v

Vysokonapatove predzosilnovace
XV,Z /Z

e | Kontrolna elektronika |

Vzorka

Obr. 6.6. Princiginnosti Rastrovacieho silového mikroskopu

nM

Obr.6.7 Topografia zafirovej podloZky 68l;) pouzivanej na depoziciu tenkych vrstiev. Na xf@g-novej osi s hodnoty

rastrovacej plochy, na pravej strane je zobrazanfaebne) vySka povrchu v z-tovej osi.
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Obr.6.8 Topografia Struktiry pripravenej na titaejpoienkej vrstve so zobrazenim jednéhomiho zosnimania povrchu na
zobrazenie vySkového prierezu Struktary.

6.1  Magneticky silovy mikroskop

Magneticky silovy mikroskop je zaloZzeny na pdsobsrdgnetickych sil medzi hrotom pokrytoin

magnetickym materialom a magnetickou vzorkou. \btakpripade je sileF pdsobiaca na hrot dana ako

gradient energie

kde m je magneticky moment hrotu a H je magnetipké vzorky. Predosly pdhad na rekonStrukciu
magnetického povrchu meraného objektu je zjednaguSeretoZze magneticka sila nie je vzdy priarpo
Umerna magnetizacii povrchu vzorky. Napriklad pedeni hrotu blizko povrchu vzorky bude intenzjta

magnetického g@ najv&Sia na hraniciin.
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Hrot pokryty
magnetickym

materidlom

# Draha pohybu hrotu

Magnetické doménv — merana vzorka
Obr.6.9 Princiginnosti Magnetického silového mikroskopu.

Moderné MFM pracuju iba v nekontaktnom rezime s até@ciou hrotu (kmitanim hrotu). V takon
pripade aproximujeme silové pdsobenie povrchu wzark hrot pomocou silového pésobenia dvc
magnetickychtastic. Pre dvéastice s priemerom 10 nm (priblizne priemer hratugh vzdialenosti d = 1C
nm (zvy¢ajna vzdialenashrotu od povrchu ) je pdsobiaca sila asi 5518 a gradient silyoF /9z= 2x10?
N/m.

Meracia technika

MFM pracuje v nekontaktnom rezime so vzdialgimashrotu od meranej vzorky asi 10 nm. Zakladn
casti meracieho systému su:
- ostry magneticky hrot pripraveny z - nemagneétiek materialu pokrytého  magnetickyi
materialom alebo magnetickych supermriezok, citbefzor odchylky drziaku hrotu, mechanicky rastobv
systém vx, y a z smeroch pomocou piezokrystalov, elektronické eggmové vybavenie a zobrazova
systém (poitac).

Na snimanie interakcie hrotu a povrchu vzorky j&n#opoui viacero metdd, napriklad:

. nekontaktna staticka metéda
. nekontaktné metdda s vibraciou hrotu - s konStanfrekvenciou
. s fazovym zavesom

NajjednoduchSou metddou je nekontaktna statickéddaetV tomto rezime snimame ohyb drziaku hrott
dosledku zmeny sily medzi povrchom vzorky a hrotdfmtakom pripade je pdd Hookovho z&akona
vychylka drziaku hrotu dana akoz=F,/c, kdeF, je normalové zloZka sily @je konStanta spruziny (drzial

hrotu). V tomto reZime je rozliSenie v smere oasz10'* m a minimélna detekovdted sila i, = 10** N.

3
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Ovd’a citlivejSie metddy su zaloZzené na oscilacii dedidrotu a meranim zmeny jeho rezatres)
frekvencie. Tieto metddy su zaloZzené na zmene gnadisilyF' = dF/dn. Zmenou gradientu sily sa meni

efektivna konstanta pruziny (drziaku hrotu), ktdana akaes = c-F', kdeF' je gradient sily v smere 0s

z,tj. F =0dF,/0z. V désledku zmeny konstanty spruziny sa menizjmargna frekvencia systému

Typické zavislosti amplitudy A kmitov spruziny ogtkvencie je na nasledujicom obrazku.

4 Amplitida A

Bez mterakcie
------- S atraktivnou silou

@ @ o Frekvencia

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

Na meranie zmeny frekvencie sa pouziva viacero ane®rsi metdde s konstantnou frekvenci
naladime systém na frekvencioip (~ 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 ), pricom ta je tiez amplitudovc
modulovana. Pri zmengy sa zmeni aj rezonana frekvencia. Fazovym zavesom tdbujeme” frekvenciu
do vrcholu rezonamej krivky (zachovanie konStantnej amplitudy). Wto pripade je zmena gradientu si
umerna zmene frekvencie.

Citlivost’ je v obidvoch pripadoch porovnéité a je véSia ako pri statickej metdde. Pre typicl
parametre = 1 N/m,w o = 1 Hz, Q=100,B= 10’ Hz (Q je kvalita rezonatoraB je modul&né frekvencia)
je F.. = 1,3x10" N/m (vo vakuu jeQ asi 1000 &' sa zvy3uje az na PON/m.). Minimélna detekovatea

zmena sily F = 5xI&N a citlivog’ je asi 5x10°> m.

Yy

e
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Obr.6.11 Ukazka magnetickej mapy ri@sinformacii pouzivaného v pitacovych pevnych diskoch. Rozmer obrazka je 14 x 1
um? (s povolenim Fy. NT MDT).

Ukéazky dvoch typov SPM pouzivanych na Katedre arpamtalnej 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 laserovéhaozhi

—
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Obr.6.13 Kryogénny Rastrovaci silovy mikroskop swloratnym kryostatom Oxford Instruments Optistat SXMgwvo)
a detail hlavice Rastrovacieho silového mikroskfmravo)
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7. 1SO 17025

Této akrediténa norma kladie vSeobecné poziadavky na kompetshskiiSobnych a kalibéaych
laborat6rii. Neobsahuje zakonné a bezpestné poziadavky ale obsahuje vSetky poziadaviorgkmusia

skusobné a kalibtaé laboratoria dpat’, ak chcu preukaraze:

- Prevadzkuju systém manazérstva
- Su technicky kompetentné
- Su schopné dosahaiechnicky platné vysledky

Moznog’ vynimiek z poziadaviek normy v pripade, ak labéraim nevykonava danégnnosti (napr. odber

vzoriek)

Norma sa v#ahuje na oblasti:
- Systéemy kvality
- Administrativne systémy

- Technické systémy

7.1 Poziadavky na manazment

Specifikuje poziadavky na seriozny manazment. Statunuté v3etky poZiadavky 1ISO 9001
aplikovaténé v¢innosti laboratorii vratane osobitnych Specifik:

- Nezavislos, nestrannas bezuhonnas
- Pravna zodpovednts

- Kontrola konfliktu zaujmov

1 Organizacia

Laboratorium musi ki pravne zodpovednéio zahiiuje aj zabezpenie ochrany dovernyct
informacii a vlastnickych prav. Musia sa definbzadpovednostilKi¢ovych pracovnikov, aby bolo mozn
zistit’ konflikt zAujmov. Zarove existuje technicky manazment so zodpovedooza odbornéinnosti a za
poskytovanie zdrojov. Systém manazérstva sa musihexa na stale laboratorne priestory, miesta mir

stalych priestorov i na dasné alebo mobilné zariadenia.
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2 Systém manazérstva
PozZiadavky n& su kompatibilné s ISO 9001. Je nutné zaviegstém manaZérstva a vyhtas
politiku kvality. Zameranie je hlavne na plnenieZ@waviek zakaznika a taktieZz je potrebné zahegp

celistvos systému manazérstva v pripade zmien.

3 Riadenie dokumentacie
Zahima v sebe riadenie vSetkych dokumentov. Sbbwanie dokumentov je len opravnenyr
pracovnikmi, pdom sa vedie zoznam dokumentov. TaktieZz udava caxaaie dokumentov (datun

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

4 Preskumanie poZziadaviek, tendrov a zmlav

Zmluva musi by prijatd'na pre zakaznika i pre laboratorium, ¢pm zakaznik musi by
informovany o pripadnych odchylkach od zmluvy. dgnd dokumentacia poZiadaviek a zarosa vedu
zaznamy o preskumani poziadaviek vratane vyznamagakn. Pri zmene zmluvy je potrebné zopakoy

proces preskimania poziadaviek.

5 Subdodavky skusok a kalibracii

Subdodavky mézu byzadané iba kompetentnému subdoddeaie Je nutné informovazakaznika
o subdodavke anesie sa zodpovednaa prace vykonané subdodavate (okrem legislativne
stanovenych subdodavébe). Je potrebné vedenie zoznamu vSetkych subdtafavea zadznamov o dékaz
zhody s ISO 17025.

6 Nakupovanie sluzieb a dodavok

Kapitola sa venuje riadeniu dodavok ovplycich kvalitu. Nakupované polozky s vplyvom r
kvalitu sa mézu pougiaz po vstupnej kontrole, tento nakup musi bgokumentovany. Je nutné veder

zoznamu vSetkych dodavéte s vplyvom na kvalitu.

7 Sluzba zakaznikovi
Su vytvorené podmienky na spolupracu so zdékaznikmn vyjasiovani poziadaviek a pr
monitorovani ¢innosti laboratéria, zarowie sa zisuje spatna véazba od zakaznika (hodnote

spokojnosti/nespokojnosti zakaznikov). Spatna v&abayuziva na zlepSovanimnosti laboratoria.
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8 S’aznosti

Je potrebné stanovenie politiky a postupu na rieSaiaznosti, pgom je nutné bra do Gvahy
staznosti nielen od zakaznikov, ale aj od inych zaegovanych stran. @aZnostiach, ich preskimani a
napravnycktinnostiach je potrebné viégaznamy.

9 Riadenie nezhodnej prace pri skuSkach a/alebo khlaciach

Stanovi sa politika a postup na rieSenie situ&edy prace alebo jej vysledky nie su v sulads
vlastnymi postupmi alebo odsuhlasenymi poziadavkaakaznika. Vytvori sa manazérstvo nezhodnej pt
(zastavenie prac, vyhodnotenie nezhody, napravarniovanie zakaznika, opatovna praca) a prijimaju

napravné opatrenia.

10 ZlepSovanie

Trvalé zlepSovanie efektivnosti systému manazérgyuaivanim: politiky kvality, ciov kvality,

vysledkov auditov, analyzy udajov, napravnych asengivnychéinnosti, preskimania manazmentom.

11 Napravnadinnost’

Musi by’ vytvorena politika a postup pre napravidnos’, ktora zahtiuje analyzu ptin problému,
vyberu a zavedenia npravny@nnosti, monitorovania npravnyctinnosti a doplnkovych auditoy
(povinné v pripade problému, ktory spochyje zhodu laboratéria s vlastnymi postupmi aleb® I5025).

12 Preventivnaéinnost’

Zahmuje v sebe identifikaciu potrebnych zdrojov zlep@ma a potencialnych zdrojov nezhd
vypracovanie, zavedenie a monitoring plarsowosti a zabezgenie efektivnosti preventivnyatinnosti.
Odpora sa vyuzi analyzy udajov (vratane trendov), rizik a vysledkk(3Sok spbsobilosti.

13 Riadenie zdznamov

Ide o riadenie zaznamov o kvalite a technickychnaémwv, ktoré musia Isycitate’'né, pristupné
a chranené. VSetky zaznamy su déverné. Je potrsivdrit’ postupy na ochranu zaznamov v elektronic
forme. Pozorovania, Udaje a vy sa musia zaznameha case, k€ sa urobili. Pévodné chyby
zaznamoch sa nesmu vymézdebo znéitate'nit’.
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14 Interné audity

Vypracuje sa plan internych auditov. Za planovanm@rganizovanie auditov zodpoveda MK. Intel
auditori musia by nezavisli oinnosti, ktord sa audituje. Pri zisteni nezhodpgerebné prijé napravné
opatrenia. Je nutné zaznamenanie oblasti audi&tentiauditu a napravnyainnosti. Cinnosti vykonané

nasledne sa musia ov&H zaznamena

15 Preskimanie manazmentom

7 nrn

Ide o posudenie systému manazeérstva laboratoriag§obkych a/alebo kalibfaych ¢innosti s

cielom zabezp#@t trvald vhodnog a efektivnog a zavedenie nevyhnutnych zmien, o ktorych sa v

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

manazmentom.

7.2 Technické poziadavky

1 VSeobecne
Hlavnymi faktormi s vplyvom na spravnts spdiahlivog’ skasok a kalibracii su

- Tudské faktory, priestory a prostredie, metdédy adaetvalidacie, zariadenia, nadvaztio

merani, odber vzoriek, manipulacia s predmetmsakia/kalibracie

2 Pracovnici

Manazment laboratdria musi zabespekompetentnas vSetkych pracovnikov, ktori prevadzku,
Specialne zariadenia, kgnavaju skusky a/alebo kalibracie, vyhodnocujuledisy a podpisuju skusobn:
protokoly a kalibrané certifikaty. Ak sa vyuZiju zamestnanci, ktoripgave pripravuju, musi sa zabegige
primerany dohad. Je nutné vypracovanie politiky a postupov nakpimvanie pripravy pracovnikov
TaktieZ je potrebné vyuzivanie internych pracovaikalol’ad nad externymi pracovnikmi. Su vytvorel
popisy prace - manazéri, technicki Bidovi podporni pracovnici. Wia sa osobitni pracovnici (odber
vzoriek, vykon skuSok/kalibracii, vydavanie protikg interpretacie). Udrziavaju sa zaznamy

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

Umoziuju spravne vykonavanie skuSok/kalibrécii. Labaiath musi zabezge’, aby podmienky
prostredia neznehodnocovali vysledky alebo nepivazneovplywiovali pozadovanu kvalitu akéhokaek
merania. Je zabezp®né monitorovanie, riadenie a zaznamenavanie podiigrostredia. Su prijate
opatrenia proti vzajomnej kontaminacii a je zabéepa kontrola pristupu do miest ovpiyyucich kvalitu

skusok/kalibracii. Taktiez su vytvorené opatreraazabezp&niedistoty a poriadku v laboratoriu.

4 SkuSobné a kalibr&né metody

Laboratéium musi pouzivavhodné metddy a postupy pre vSetky skisky a/atabibracie v oblasti
svojej pbsobnosti. Patri sem odber vzoriek, maaipal preprava, uloZenie a priprava predmetov
skuSanie a/alebo kalibraciu a tam, kde treba, odieggtoty merania, ako aj Statistické techniky nalyzu
Udajov zo skuSok alebo kalibracii. Zaréveexistujid navody na prevadzku délezitych zariade
Laboratérium musi pouzivakusobné a/alebo kaliliraé metddy vratane postupov odberu vzoriek, ktoré
spinaju potreby zakaznika a ktoré st vhodné pre vykamé&skusky a/alebo kalibracie. Prednostne sa mu
pouziva metddy publikované v medzinarodnych, regionalmglelino narodnych norméach. Metddy vyvinut
laboratériom musia hyzavedené planovito a kvalifikovanymi pracovnikd@Standardné metédy musia
byt odsuhlasené zadkaznikom. Vyvinuta metdda sa madigmuzitim validovéa

Validacia je potvrdenie preskimanim a poskytnutigektivneho dbkazu, Ze konkrétne poZiadavky
zamy¥ané pouzitie su splnené. Laboratérium musi validoveStandardné metddy, laboratério
navrhnuté/vyvinuté metody, Standardné metody, kéar@ouzivaju mimo oblésch zamy$aného pouZitia,
a rozSirenia a modifikacie Standardnych metéd,sgbpotvrdila ich vhodndsna dané pouzitie. Kalibéaé

laboratérium alebo skuSobné laboratorium, ktoréomgva viastné kalibracie, musi fna musi pouziva
postupy na odhad neistoty merania pre vSetky kadibra druhy kalibracii.

Pri uovani neistoty merania sa musia ¥zig Gvahy vSetky zloZky neistoty. Vy§ty a prenosy Udajov s
musia vhodnym spésobom systematicky kontrafo\Rrebieha aj validacia programovéeho vybavenia.
zavedené postupy na neporulies’ a dbéverno$ uUdajov. Je zabezpené udrZiavanie @itacov a

automatizovanych prostriedkov.

Komerny softvér dodavany zo skladu (napr. programy nea@panie textov, databazy a Statisticl
programy), ktory sa bezne pouziva v rame¢eného ciéa, mozno povazovaa dostaténe validovany

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

zariadeniami poZadovanymi na spravne vykonavanissak a/alebo kalibracii (vratane odberu vzori

na
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pripravy predmetov na skuSanie a/alebo kalibr&puacovania a analyzy skaSobnych a/alebo kaligch
Gdajov). Je splnena pozadovana pregnkalibrainé programy, opravneni pracovnici, oza@e zariadeni,
vedenie zaznamov, navody. TaktieZ sa vykonavajlizikedtroly (medzi naplanovanymi kalibraciami). .
nutra ochrana hardvéru a softvéru pred nastaveniamoré ktby mohli znehodnati vysledky

skusok/kalibracii.

6 Nadvaznos$ merani

VSetky zariadenia pouzivané na skusky a/alebdiéadiu vratane zariadeni na daylice merania
(napr. stavu prostredia), ktoré maju podstatny wplg presnasalebo platnasvysledku skusky, kalibracie
alebo vzorkovania, musia sa pred uvedenim do predyadalibrova’. Program kalibracie zariadeni
kalibratnych laboratérii @ musi zostavi a prevadzkova tak, aby sa zabezfila nadvaznos vSetkych
kalibracii a merani vykonanych laboratériom na nre@lodnl sustavu jednotiek (SI). Kalibracie, ktsgé
nedaju roki v jednotkach SI musia Byzabezp&ené vytvorenim nadvéznosti na prislusné Stande
(referené materialy, Specifikované metody). Vykonavaju ap medzilaboratdérne porovnavanii
Laboratérium musi maprogram a postupy na kalibraciu svojich reférgich etalonov. Referéné
materidly musia nadvazo¥ana jednotky Sl alebo na certifikované refémd materidly. Musi Ly
vypracovany postup na manipulaciu, prenaSanie, uloZemigouzivanie referénych etalonov a

referegnych materialov, aby sa zabranilo ich &s&eniu alebo poskodeniu.

7 Odber vzoriek

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

vzoriek:

Postup odberu

Identifikacia osoby

Podmienky prostredia (ak je délezité)
Identifikacia miesta odberu

Statisticka procedira pouzita pri odbere vzoridkjéato vhodné)

8 Zaobchadzanie s predmetmi skuSania/kalibracie

Laboratérium musi ma postupy na prenaSanie, preberanie, manipulécibyrana, uloZenie,
podrZzanie alalebo likvidaciu predmetov skuSanidskatie vratane vSetkych opatreni potrebnych
ochranu tychto predmet@roti poruseniu a na ochranu zaujmov laboratérzakaznika. Laboratorium mux

mat’ systém identifikacie predmetov skusania/kalibrdere preberani predmetu skiSania alebo kalibiseie

e

ne

jeru

ina

—




121

musia zaznamemavSetky nezwajnosti alebo odchylky. Musia existavpostupy a vybavenie na vyknie

znehodnotenia, straty alebo poSkodenia predmetmsasika/kalibracie

9 Zabezpe&ovanie kvality vysledkov
Je zabezp®né monitorovanie platnosti vykonanych skusok/katb. Zaznamenavaju sa udaje

a vyhodnocuju tendre. V m&ci monitorovania:

Pouzivanie certifikovanych refer&@mych materialov (medzilaboratorne porovnavania)
Opakovanie skusok

PreskuSanie/rekalibracia

Analyzovanie udajov

Prijimanie opatreni na napravu

10 Oznamovanie vysledkov

O vysledkoch skusky/kalibracie musi thyodana jednoziaa a objektivna sprava. VSetk
informacie pozadované zakaznikom je potrebné pripnaa interpretaciu vysledkov skuasky/kalibracie.
vytvoreny obsah protokolu o skuSkalibratného certifikatu. Ak laboratérium zahrnie néazory
interpretacie, musi zdokumentovaodklady, na zaklade ktorych vznikli. PotrebnatigZ identifikacia

subdodavat®v. Dodatky k protokolu o skuske/kalilsreému certifikatu su iba formaiialSieho dokumentu.
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Tipy a triky pri pouzivani optickych mikroskopov

Dvojity obraz:
ak mate pocit, Ze pri pozorovani do mikroskopu ndégity obraz, je mozné, Ze nemate spravne nastave

vzdialenos. Regulacia vzdialenosti je pri mikroskopd'me dolezita.

Parfokalny opticky systém:

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

Centrovanie kondenzoru:

niektoré mikroskpy maju kondenzor priamo vycentrgudri sprdvnom pouzivani u ostatnych

mikroskopov je nutné kondenzor vycentrtva

Kamera na mikroskope:

niekedy sa obraz z kamery nezobrazi, pretoze d@ararvytvrara v spravnej vzdialenosti pred kamerou,
preto nie je vidié Ziaden obraz. Na niektoré mikroskopy je dokoncaméripoji’ fotoaparat¢i bezne

pouZzivanu kameru.

Velké zv&Senie:

pri velkom zv&Seni (objektiv 100x) nemusitgbraz vzdy ostry. Vtedy je nutné potiinerznu kvapalinu,

ktora pomaha zaosfrobraz pomocou jednoduchych zakonov optiky (inaemu).

Rovina zaostrania mikroskopu:
niekedy mikroskopy neudrziavaju rovinu zaostreteda objekt nie je zaostreny neustale. To je mozné
odstani’ nastavenim, pripadne dotiahnutim zaostrovacialtiskr

Osvetlenie:
pri neuplnom osvetleni vzorky len vycentrujte komziar.

Cistenie mikroskopu:
intenzitacistenia zavisi na intenzite pouzivania. &#steni vSak vZdy pouzite pripravky a utierk¢nme na
Cistenie jemnej optiky!
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