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Predslov 

 

 Vzdelávací program „Moderná mikroskopia a digitálne spracovanie obrazu” je reakciou na rastúci 

význam mikroskopie vo vedeckej a technickej praxi. Vznikol na základe spolo� enskej potreby s cie� om 

vytvori�  vhodné podmienky pre vysokoškolských študentov a pracovníkov výskumných pracovísk na 

získanie odborných znalostí ako aj zru� ností v danej oblasti. V rámci projektu bolo vybudované odborné 

školiace centrum s potrebným prístrojovým vybavením a taktie� so školiacimi a prezenta� nými materiálmi. 

Tieto skriptá sú toho dôkazom. 

Základné princípy optického mikroskopu spolu s technickými parametrami sú opísané v prvej 

kapitole, na ktorú posta� ujú aj znalosti geometrickej optiky strednej školy. Spracovanie obrazu z 

mikroskopov, alebo presnejšie úprava obrazu do vyhovujúcej podoby je popísaná v kapitole s poradovým 

� íslom dva, v ktorej sa zárove�  názorne ukazuje funkcia softvéru vhodného pre tieto ú� ely. Zlo�itejšie 

mikroskopické postupy, ktorých princíp si u� vy�aduje aj znalosti vysokej školy za� ínajú pri elektrónových 

mikroskopoch a � alej pri nasledujúcich kapitolách o rastrovacej sondovej mikroskopii, tunelovej 

mikroskopii a rastrovacej silovej mikroskopii. Záverom je ešte popísané ISO 17025, ktoré sa týka 

laboratórnej praxe a prevádzky laboratórií.  

        Mikroskopia sa v poslednej dobe mimoriadne dynamicky rozvíja a preniká do rôznych oblastí nášho 

�ivota. Vznik nových vedeckých disciplín ako napr. nanotechnológie a mnohé � alšie si bez mikroskopie a 

digitálneho spracovania obrazu nemô�eme vôbec predstavi� . Snahou autorov týchto skrípt bolo aby sa � o 

najširšia skupina záujemcov dostala k informáciám, ktoré v takejto komplexnej forme neboli doposia�  

publikované. Autori vedení snahou vysvetli�  jednoduchšie aj niektoré zlo�itejšie � asti sa isto dopustili aj 

nepresností, za ktoré sa � itate� om ospravedl� ujú. Tí, ktorí majú záujem o preh�benie získaných poznatkov, 

majú mo�nos�  siahnu�  po odporu� enej literatúre.  

Záverom autori � akujú ESF za finan� ný grant, bez ktorého by tieto skriptá nikdy nevznikli.  

 

 

Bratislava, 2008 

prof. RNDr. Peter Kúš, DrSc. 

mana�ér projektu�
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1. Optická mikroskopia  

 

1.1 Optický mikroskop 

�

Mikroskop (optický) je centrovaná sústava dvoch zlo�ených spojných šošoviek. Predná šošovka 

(objektív) má ve� mi malú ohniskovú vzdialenos�  

fOB = 1,6 mm a� 40 mm 

Zadná šošovka (okulár) má ohniskovú vzdialenos�  

fOK = 10 mm a� 50 mm 

Obe šošovky sú v moderných systémoch optických mikroskopov v�dy zlo�ité optické korigované sústavy 

skladajúce sa z viacerých šošovkových elementov.  

Vzdialenos�  medzi nimi býva obvykle v rozmedzí 

D = 160 mm a� 250 mm, 

pri� om sa jedná o vzdialenos�  medzi dorazom závitu mikroskopického objektívu a dorazom okulárového 

vý� ahu.  

 Aby sa zabezpe� ila najlepšia mo�ná kvalita mikroskopického zobrazenia, na objektív ako základnú 

optickú � as�  mikroskopu sa kladú velké po�iadavky z h� adiska vykorigovania rôznych aberácií jednotlivých 

šošovkových � lenov. Objektívy sa opticky dokonale korigujú na ur� itú pevne zadanú optickú d��ku 

konštrukcie tubusu a na zadanú hrúbku krycieho sklí� ka pri pozorovaní preparátov na prechod svetla. 

Z týchto dôvodov je nutné dodr�a�  stanovené parametre systému aj pri zámenách rôznych typov optických 

systémov a najmä pri pou�ití systémov od rôznych firiem. Objektívy, ktoré sú namontované na jednej 

revolverovej hlavici, by mali by�  toho istého typu a mali by zodpoveda�  podmienke, �e pri zámene 

objektívu pooto� ením revolverovej hlavice ostáva mikroskop zaostrený, prípadne vy�aduje iba jemné 

doostrenie.  

Optické systémy okulárov slú�ia ako lupy k zvä� šeniu obrazu premietnutého objektívom tak, aby sa 

okom pozorovate� a vyu�ila maximálna rozlišovacia schopnos�  objektívu pri pozorovaní malých detailov 

predmetu. Okulárové systémy sú konštruované tak, aby ich predmetová rovina nezávisle od typu okulára 
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le�ala pre pozorovate� a s normálnym zrakem v�dy v tej istej rovine. Z tohoto dôvodu sa mô�e okulár na 

mikroskope vymeni�  za okulár s iným zvä� šením bez nutnosti preostrova�  prístroj. 

 

Obr. 1.1 Starší typ polariza� ného mikroskopu (Meopta) 

Mikroskop je náro� ný jemný prístroj, ktorého dobré optické výkony mô�u by�  vyu�ité len v spojení s 

dokonalou jemnomechanickou konštrukciou. Tá musí zabezpe� i�  predovšetkým nasledujúce po�iadavky: 

1. dostato� ná masívnos� , tuhos�  a stabilita konštrukcie 

2. dokonalá centri� nos�  všetkých optických prvkov v� ítane osvetlenia preparátov  

3. rýchle a bezpe� né nastavenie a zaostrenie na pozorovaný predmet 

4. stabilita polohy a zaostrenia obrazu pri prechode od jedného zvä� šenia k druhému 

5. mikrometrické nastavenie laterálnej polohy na pozorovaný predmet 

6. správne osvetlenie objektu v prechádzajúcom i odrazenom svetle 

7. zlepšenie pozorovacích podmienok a kontrastu obrazu pomocou rôznych optických metód 
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Mikroskopy celkove mô�eme rozdeli�  pod� a praktického ur� enia na nieko� ko druhov, ktoré sa 

vzájomne odlišujú najmä spôsobom osvetlenia pozorovaných objektov. Sú to tri základné kategórie: 

· mikroskopy pre pozorovanie v prechádzajúcom svetle 

· mikroskopy pre pozorovanie v odrazenom svelte 

· fluorescen� né mikroskopy 

 

Obr. 1.2  Základné � asti a príslušenstvo mikroskopu pre pozorovanie 

v prechádzajúcom svelte:  1 – binokulárna hlavica, 2 – revolverový nosi�  

objektívov, 3 – mikroskopický objektív, 4 – skrutka hrubého zaostrovania, 5 – 

skrutka jemného zaostrovania, 6 – mikroskopický xy stolík, 7 – Koehlerovský 

zdroj svetla, 8 – kondenzor s apertúrnou clonou, 9 – skrutky polohovacieho 

stolíka 

Samostatnou kategóriou mikroskopov sú tzv. inverzné 

systémy, ktorých charakteristickou zvláštnos� ou je mechanická 

konštrukcia, kde objektívy (resp. revolverová hlavica) sú 

umiestnené tak, �e pozorujú obraz zdola. tento spôsob usporiadania 

sa vyu�íva v niektorých špecializovaných typoch (najmä tzv. 

metalografické mikroskopy), ale dnes sa táto konštrukcia � asto 

vyu�íva aj pri iných typoch mikroskopov. Jej výhodou je najmä 

� ahší prístup ku vzorke a mo�nos�  umiestnenia a pozorovania aj 

povrchov vä� ších predmetov. 

 

1.2  Vznik obrazu v mikroskope 

Maximálne zvä� šenie jednošošovkovej lupy – mikroskopu má svoje hranice. U� A. van 

Leeuwenhoek vlastne túto hranicu dosiahol, ke� �e pou�íval sklenenú guli� ku – lupu ve� kosti cca 1 – 1,5 

mm a s pribli�ne tie� takouto ohniskovou vzdialenos� ou. Pod� a vz� ahu pre zvä� šenie lupy zodpovedala táto 

ohnisková vzdialenos�  zvä� šeniu 200 a� 300 násobnému. Z rozmerových dôvodov teda zvä� šenie lupy 

nemo�no � alej zvyšova� , preto bolo nutné rieši�  problém iným spôsobom. Základ takéhoto prístupu polo�ili 

u� holan� ania koncom 15-teho storo� ia, ke�  zostrojili tzv. dvojšošovkový systém.  

V tomto optickom systéme je objektív jeho základnou � as� ou, vytvára zvä� šený prevrátený obraz 

predmetu umiestneného pred prednou ohniskovou rovinou tak, aby obraz vznikol v primeranej vzdialenosti 
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za zadnou  ohniskovou rovinou. Princíp projekcie obrazu spojnou šošovkou je znázornený na Obr. 1.3. Chod 

lú� ov tenkou šošovkou je zalo�ený na nasledujúcich zákonitostiach: 

�� lú� e, ktoré sa šíria rovnobe�ne s optickou osou sa po prechode šošovkou sústre� ujú v ohnisku 

�� lú� e, ktoré prechádzajú ohniskom sa lámu rovnobe�ne s optickou osou 

�� lú� , ktorý prechádza stredom tenkej šošovky sa neláme 

�� skuto� ný obraz je taký, ktorý mo�no priamo premietnu�  na tienidlo (resp. matnicu) 

 

V mikroskopických optických systémoch je charakteristické, �e predmet sa nachádza tesne pred 

predmetovou ohniskovou vzdialenos� ou, � o znamená, �e vytvorený obraz je ve� mi zvä� šený. Takýto 

skuto� ný obraz (mo�no ho pozorova�  na tienidle) pozorujeme okulárom ako lupou (Obr. 1.4). Pod� a typu 

okulárov pozorujeme bu�  priamo obraz vytvorený objektívom (orthoskopické okuláre) alebo pozorujeme 

o� nou (prednou) šošovkou ako lupou obraz vytvorený objektívom a kolektívom okuláru , kde kolektív 

ovplyv� uje rozbiehavos�  lú� ov prichádzajúcich z objektívu tak, aby pokia�  mo�no maximálny zväzok lú� ov 

prešiel o� nicou. 

 Objektívy a okuláre mo�no vo všeobecnosti kombinova� . Optická d��ka tubusu je pri vä� šine typov 

mikroskopov konštantná, pri� om celkové zvä� šenie mikroskopu zrejme závisí na ohniskovej d��ke (a tým aj 

definovanom zvä� šení) objektívu a okuláru. Ke� �e premietaný obraz je ve� mi zvä� šený ( zOB » 1) potom 

pod� a šošovkovej rovnice zvä� šenie skuto� ného obrazu projektovaného objektívom mo�no pribli�ne 

vypo� íta�  pod� a vz� ahu: 

 
OB

OB f
z

D
»          (1) 

kde �  je optický interval mikroskopu a fOB  je ohnisková vzdialenos�  objektívu. Tento skuto� ný obraz 

vytvorený objektívom je pri zlo�enom mikroskope � alej zvä� šený okulárom (Obr.1.4). Ke� �e okulár 

pracuje ako lupa, jeho zvä� šenie mô�eme vyjadri�  nasledujúco 

 
OK

OB f
z

250
=          (2) 

kde fOK je ohnisková vzdialenos�  okulára v mm, lebo predpokladáme, �e sa zaostrenie na normálne oko 

samovolne uskuto� ní tak, aby obraz vytvorený celým mikroskopom padol do vzdialenosti 250 mm, t.j. do 

vzdialenosti zrete� ného videnia cez pupilu oka. Zvä� šenie celého systému je teda násobkom 

 OKOBM zzz .=          (3) 
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Z uvedeného dôvodu, kvôli zjednodušenému výpo� tu, výrobcovia uvádzajú namiesto ohniskových 

vzdialeností priamo zvä� šenia objektívov resp. okulárov. Treba však bra�  do úvahy, �e hodnoty uvádzané na 

jednotlivých objektívoch � i okulároch platia iba pre mechanickú d��ku (a tým aj d��ku optickú) stanovenú 

výrobcom. Hodnoty, ktoré výrobcovia uvádzajú, okrem toho sú iba pribli�né a napr. pre meracie ú� ely, ked 

sa ur� ujú presné vzdialenosti v rovine predmetu, je nutné celý systém okalibrova�  pou�itím špeciálnej 

kalibra� nej stupnice. 

Celkové rozmery mikroskopov t.j. najmä ich tzv. mechanická d��ka tubusu sú konštruované tak, aby 

rozmery celého prístroja nevychádzali príliš ve� ké. Z týchto dôvodov sa pou�ívajú mikroskopické objektívy 

s ve� mi krátkymi ohniskovými vzdialenos� ami, ktoré zabezpe� ujú uvádzané zvä� šenia objektívov 

a vytvorenie skuto� ného obrazu vo vnútri tubusu.  

Ke� �e v klasickej dvojkomponentnej schéme, tak ako je to nakreslené na Obr.1.4, okulár vo forme 

lupy nevytvorí skuto� ný obraz, oko pozoruje neskuto� ný obraz. Reálny obraz sa vlastne premietne a� na 

sietnicu oka pomocou o� nej šošovky. S týmto javom treba po� íta�  pri prípadnom snímaní mikroskopického 

obrazu pomocou klasického alebo digitálneho fotoaparátu resp. CCD kamery. Neskuto� ný (virtuálny) obraz 

za okulárom musí by�  vtedy premietnutý na film resp. CCD � íp objektívom fotoaparátu zaostreným na 

nekone� no. Tento spôsob však z h� adiska zabezpe� enia potrebnej kvality obrazu nie je vhodný, preto sa 

vyu�ívajú špeciálne tzv. projek� né okuláre resp. optické konvertory, ktorými sa klasický okulár nahradí.  

V dnes realizovaných novších konštrukciách a modeloch nových prístrojov sa pou�íva u� takmer 

výlu� ne optický systém kvojkomponentného mikroskopu, ktorý je vo� i klasickému usporiadaniu mierne 

modifikovaný. Vyu�ívajú sa v � om tzv. infinity corrected objektívy (obr.1.5.), � o znamená objektívy 

korigované na nekone� nú vzdialenos�  zobrazenia. Takéto objektívy majú predmetovú rovinu, kde je 

umiestnený preparát, presne v prednej oniskovej rovine. Lú� e, ktoré v tejto rovine vychádzajú 

z � ubovolného bodu predmetu, sa lámu tak, �e za objektívom sa všetky lú� e z jedného bodu objektu šíria 

navzájom rovnobe�ne (aj ke�  pre rôzne body objektu pod rôznymi uhlami k optickej osi). Základnou 

výhodou takejto schémy z optického h� adiska sú práve rovnobe�né zväzky lú� ov za takto korigovaným 

objektívom v tubuse mikroskopu. Rovnobe�né zväzky toti� majú spravidla menšie aberácie – chyby 

zobrazenia po prechode optickými prvkami ako sú hranoly, deliace kocky � i iné deli� e svetelných zväzkov, 

farebné a polariza� né filtre a pod. Podobné pomocné prvky sú dnes ve� mi � asto pou�ívanými komponentami 

v moderných mikroskopoch. Naviac, pri tejto optickej schéme nezále�í na tom, na akú vzdialenos�  sa 

rovnobe�né zväzky šíria a teda mechanickú d��ku tubusu mo�no v princípe zvoli�  � ubovolne.  
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Dôle�itou skuto� nos� ou je, �e nemo�no vzájomne pou�i�  objektívy korigované na kone� nú 

vzdialenos�  do mikroskopu s tubusom pre objektívy korigované na nekone� no a naopak. Tubus mikroskopu 

vyu�ívajúceho infinity corrected objektívy musí ma�  zabudovanú tubusovú šošovku - tzv. field lens 

(Obr.1.5). Táto slú�i na vytvorenie skuto� ného obrazu v priestore vo vnútri tubusu na jeho konci, tak, aby sa 

dal pozorova�  obvyklým spôsobom pomocou okuláru. Tubusová šošovka má obvykle ohniskovú 

vzdialenos�  f = 180 mm a� f = 200 mm.   

 

Obr.1.3. Vytvorenie obrazu šošovkou 

 

Obr.1.4. Dráhy svetelných lú� ov v dvojkomponentnom  systéme  
optického mikroskopu 

 

 

 

 

Obr.1.5. Dráhy svetelných lú� ov v optickom mikroskope 
s objektívmi korigovanými na nekone� no 
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Vo všeobecnosti, objektívy mo�no pri jednom prístroji kombinova�  s rôznymi okulármi a zadáva�  

takým spôsobom vhodné zvä� šenie obrazu. Na príklad: ak má mikroskop objektív so zvä� šením 40 x 0,85, 
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pri pou�ití okuláru zvä� šujúceho 20 x dostávame pri pozorovaní okom celkové zvä� šenie 800 násobné; 

s okulárom zvä� šujúcim 10 x bude toto zvä� šenie 400 násobné.  

Pri binokulárnych mikroskopoch sa � asto vyskytuje binokulárny nádstavec, ktorý má � alšie vlastné 

zvä� šenie. Jeho hodnota, pokia�  sa nerovná 1,0 x, je na tomto binokulárnom nádstavci v�dy uvedená. 

Obvykle to je zvä� šenie 1,2 x alebo 1,5 x. Aby sme preto dostali správnu hodnotu celkového zvä� šenia 

mikroskopu, touto hodnotou je nutné násobi�  zvä� šenie okuláru. 

Z uvedeného by sa mohlo zda� , �e objektívy a okuláre mo�no skombinova�  � ubovolným spôsobom. 

Nezodpovedá to však skuto� nosti, preto�e jednak maximálne vyu�ite� né zvä� šenie dvojkomponentného 

mikroskopu je limitované difrakciou, ale aj tzv. Abbého u�ito� ným zvä� šením, ktoré definuje pou�ite� né 

zvä� šenie z h� adiska zabezpe� enia optimálnej kvality obrazu.Tento efekt bude diskutovaný v príslušnej 

� asti. V reálnych podmienkach optický mikroskop dovo� uje dosahova�  uhlové zvä� šenia (t.j. aj rozmerové 

zvä� šenia v laterálnom smere) maximálne 2000 a� 2500 násobné. 

 

1.3  Mechanická konštrukcia mikroskopu a ergonomika 

�

Typická mechanická schéma klasického dvojkomponentného systému mikroskopu je na Obr.1.1. 

Napriek tomu, �e sa jedná o starší typ, principiálne sa usporiadanie jednotlivých komponentov, rovnako ako 

chod optických lú� ov, nelíši od dnes vyrábaných typov. Základom konštrukcie je masívny a dostato� ne tuhý 

stojan, na ktorom sú upevnené, � i priamo zabudované tubus, mikroskopický stolík a osvet� ovací systém. 

Dnešné mikroskopy majú design obvykle vzh� adovo trocha odlišný, ke� �e spravidla tubus je organickou 

sú� as� ou konštrukcie, do ktorej je zakomponovaný. Jeho tvar, ako aj tvar celého prístroja sa � asto riadia skôr 

estetickými h� adiskami, napriek tomu sa výrobcovia sna�ia zabezpe� i�  základné ergonomické parametre. To 

znamená, �e konštrukcia sa prispôsobuje viac po�iadavkám lepšej efektívnosti prístroja, kvalite 

jemnomechanickej ale aj optickej konštrukcie, komfortnosti ovládania základných funkcií a tie� 

zabezpe� eniu funkcie tak, aby práca s prístrojom bola menej únavná aj pri pozorovaní po� as nieko� kých 

hodín.  
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1.4  Obsluha mikroskopu 

 

Podlo�né sklí� ko s predmetom polo�íme na stolík mikroskopu a upevníme ho pomocou perových 

úchytiek alebo medzi ramienka vodi� a preparátu. Podlo�né sklí� ko umiestnime tak, aby objekt bol nad 

otvorom stolíka pribli�ne v optickej osi mikroskopu. 

Pri pozorovaní preparátov v prechádzajúcom svetle v prípade nutnosti upravíme numerickú apertúru 

kondenzoru. Pre slabozvä� šujúce objektívy nastavíme kondenzor s malou apertúrou (napr. N.A. = 0,45) 

odklopením hornej šošovky kondenzora alebo zaclonením. Pre stredne alebo silne zvä� šujúce objektívy 

vyu�íváme kondenzor s jeho maximálnou numerickou apertúrou. Skuto� ná numerická apertúra kondenzora 

N.A. = 1,2 – 1,4 neprekro� í však hodnotu 1,0 pokia�  je medzi � elnou šošovkou kondenzora a podlo�ným 

sklí� kom vzduch. Preto pre plné vyu�itie rozlišovacej schopnosti objektívov s numerickou apertúrou je 

potrebné kvapnú�  imerzný olej aj na � elnú šošovku kondenzora. Optický kontakt medzi kondenzorom cez 

imerzný olej zabezpe� íme zdvihnutím kondezora do jeho hornej polohy, ke�  sa kvapka dotkne spodnej 

plochy podlo�ného sklí� ka a kapilaritou sa rozšíri na potrebnú plochu pod preparátom. Potenciometrom 

osvet� ovacej �iarovky potom nastavíme intenzitu osvetlenia objektu vhodnú pre priame pozorovanie okom 

alebo pre fotografické snímanie. V tomto oh� ade je však potrebné najmä pri mikroskopickom fotografovaní 

bra�  do úvahy farebné skreslenie spektra, ke�  osvet� ujúca �iarovka má menšiu teplotu vlákna (má ni�šiu 

tzv. farebnú teplotu) a preto jej spektrum svetla je posunuté viac k � ervenej oblasti. V tomto prípade je 

vhodnejšie nastavi�  optimálnu intenzitu svetla tzv. po� nou irisovou clonou na osvet� ujúcej lampe, teda nie 

clonou optiky kondenzora, ktorou sa ovláda nastavenie numerickej apertúry kondenzora. 

Po nastavení svetelných pomerov zvolíme na revolverovom meni� i objektív s najmenším zvä� šením. 

Zaostrenie mikroskopu, t.j. nastavenie tubusu mikroskopu s objektívom a okulárom do potrebnej 

vzdialenosti od predmetu, urobíme najprv s týmto objektívom, pri� om vyu�ívame hrubý posuv zaostrenia 

a a� potom doostrujeme mikrometrickým posuvom. Chod hrubého posuvu nastavíme tak, aby bol optimálne 

tuhý, aby sme mohli tubusom � ahko posúva� , ale aby sa pritom tubus samovo� ne nepohyboval a udr�iaval 

nastavenú polohu. Tuhos�  chodu sa u rôznych prístrojov reguluje bu�  vzájomným utiahnutím pravého 

a � avého justá�nych gombíkov alebo pomocou samostatného gombíka okolo zaostrovacieho gombíka. Táto 

pá� ka sú� asne slú�i aj na pevnú aretáciu, ak chceme zaaretova�  vybranú polohu.  

K jemnému doostreniu a k preostrovaniu v h�bke objektu je ur� ený jemnomechanický posuv 

zalo�ený na mikrometrickej skrutke. Tento umo�� uje obvykle nastavenie výšky zaostrenia s jemnos� ou na  

1 � m resp. 2 � m. Zaostrovacie skrutky jemného posuvu majú obvykle kruhovú stupnicu (prípadne je 

stupnica vyrazená na pohyblivých sánkach tubusu). Jej dielik zodpovedá mikrometrovému premiestneniu 
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(zdvihnutiu, spusteniu) zobrazujúceho objektívu. Stupnica umo�� uje v prípade nutnosti meranie vzdialeností 

posuvu vo zvislom smere. V spojení s mikroskopickým objektívom s ve� kou numerickou apertúrou a teda aj 

ve� mi malou h�bkou ostrosti - pod 1 � m, dovo� uje postupným preostrovaním jednotlivých hladín zaostrenia 

v oblasti objektu, aj pribli�né zmapovanie výšky jednotlivých bodov jeho reliéfu. Rozsah mikrometrického 

posuvu býva obvykle 2 mm.  

Ak narazíme pri  jemnom zaostrovaní na medznú polohu – dolnú, � i hornú – nemô�eme u� posuvom 

� alej pohybova� , preto musíme najprv hrubým posuvom posunú�  objektív tým smerom ako sme posúvali 

pri mikrometrickom posuve. Z tohto dôvodu je výhodné ešte pred hrubým zaostrovaním nastavi�  

mikrometrický posuv pribli�ne do jeho strednej polohy.  

Ka�dé pozorovanie mikroskopom za� íname so slabo zvä� šujúcimi objektívmi a okulármi. Po 

hrubom zaostrení doostríme obraz mikrometrickým posuvom. Ak bol študovaný preparát prehliadnutý pri 

malom zvä� šení, obvykle po�adujeme zvä� šenie vä� šie. Preto oto� íme opatrne objektívovou revolverovou 

hlavicou, bez toho, aby sme zmenili nastavené zaostrenie, a nastavíme silnejší objektív do optickej osi 

mikroskopu tak, a� zapadne perko do zárezu. Jednotlivé objektívy sú vypo� ítané a konštruované tak (pod� a 

predpisu príslušnej normy), �e pri nastavení ktoréhoko� vek objektívu je obraz zhruba zaostrený. Je nutné iba 

nepatrné doostrenie obrazu mikrometrickým posuvom. To znamená, �e po zaostrení pomocou 

slabozvä� šujúceho objektívu mô�eme objektívovú revolverovú hlavicu � ubovolne otá� a�  – vymie� a�  

objektívy, bez obavy o poškodenie objektívu � i vlastného preparátu, napriek tomu, �e pre „najsilnejšie“ 

objektívy je ich pracovná vzdialenos�  rádovo desatiny mm. Napriek tomu, �e tzv. parfokálnu vzdialenos� , 

� o je vzdialenos�  hornej plochy krycieho sklí� ka od dosedacej plochy závitu objektívu pri zaostrenej polohe, 

je ur� ená normou DIN (45 mm) resp. JIS (36 mm), nie je vhodné vzájomne zamie� a�  ani objektívy 

konštruované pod� a tej istej normy. Kvôli vä� šej spo� ahlivosti, doporu� uje sa pou�íva�  objektívy z jednej 

sady tej istej firmy.  

Pri pou�ití silne zvä� šujúcich imerzných objektívov s ve� kou numerickou apertúrou, ktorých 

pracovná vzdialenos�  je ve� mi malá, sa musí postupova�  trocha odlišným spôsobom. Aby bolo mo�né 

umiestni�  kvapku imerzného oleja medzi krycie sklí� ko a frontálnu šošovku objektívu, je treba objektív 

najprv mierne nadvihnú�  a potom hrubým posuvom pri stálom sledovaní polohy objektívu z boku zni�ujeme 

objektív, a� sa tento dotkne kvapky imerzie. 	 alej odhadneme a nastavíme výšku pracovnej vzdialenosti na 

nieko� ko desatín mm a doostríme poh� adom do okulára pomocou jemného posuvu.  

Po zaostrení mikroskopu s imerzným objektívom preskúšame správnos�  osvetlenia preparátu. Okrem 

nastavenia najvhodnejšej výšky kondenzoru pod podlo�ným sklí� kom je vhodné skontrolova�  rovnomernos�  

osvetlenia plochy preparátu. Z tubusu vyberieme okulár a pozorujeme zadnú šošovku objektívu v tubuse, 
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ktorá plocha by mala by�  rovnomerne osvetlená. Pokia�  to dovo� uje zabezpe� enie po�adovanej rozlišovacej 

schopnosti nastavíme (zatvoríme) irisovú clonu kondenzora na optimálnu ve� kos� . Pri ni�šej apertúre 

osvetlenia dosiahneme vä� šiu h�bku ostrosti a spravidla aj vä� ší kontrast obrazu, ke� �e obraz nie je v tomto 

prípade pre�iarený rozptýleným svetlom. 

�

1.5  Príprava vzoriek a preparátov 

�

Biologické objekty ako materiál pre mikroskopické pozorovanie  majú rad špecifických vlastností. 

Historicky ale aj významom boli tieto objekty prvými, kde sa naplno vyu�ili vlastnosti mikroskopického 

zobrazovania. Roky výskumu a dosiahnuté výsledky vytvorili rôzne prístupy, ako biologický materiál 

pripravi�  k pozorovaniu. Jednou z najdôle�itejších po�iadaviek bolo zabezpe� enie toho, aby masívne 

rastlinné pletivá resp. �ivo� íšne tkanivá boli dostato� ne tenké a aspo�  � iasto� ne prieh� adné tak, aby sa dali 

pozorova�  v prechádzajúcom svetle.  

Rastlinné pletivá sa k mikroskopickému pozorovaniu pripravujú naj� astejšie pomocou rezania. 

rezanie sa uskuto�� uje bu�  ru� ne �iletkou, skalpelom alebo pomocou prístroja mikrotom. 

Rez, ktorý sa pripravuje ako preparát, zaujíma ur� itú polohu vo� i orientácii rastliny. Rozlišujeme 

rezy tangenciálne, radiálne, transverzálne. Výhonky rastlín re�eme ru� ne tak, �e skalpelom resp. �iletkou 

odre�eme nieko� ko cm kúsok a zbavíme ho listov. �iletku pou�ívame pokia�  mo�no tenkú. Pred rezaním 

najprv zarovnáme a vyhladíme hornú plochu, pritom dbáme, aby plocha rezu bola stále vlhká. Tenký plátok 

re�ieme vo� ne k�zavým pohybom jedným � ahom a smerom, nie trhavým pohybom tam a spä� . Odre�ieme 

viac rezov a najlepšie z nich nanášame štetcom do vody, kde sú pripravené na prenesenie na podlo�né 

sklí� ko. 

Rastlinné prvky, ktoré sú ohybné a tenké a preto sa iba ve� mi � a�ko dajú uchopi�  prstami, vkladáme 

do zárezu vytvoreného v bazovej duši. Bazový str�e�  si predtým pripravíme tak, �e odre�eme nieko� ko cm 

d��ky a namo� íme na pár hodín do vody. Potom kolmým rezom upravíme reznú plochu a urobíme do nej 

rozštep do h�bky 5 a� 10 mm. Do tohoto zárezu vsadíme vystrihnutý kúsok objektu, ktorý chceme reza�  – 

stonku alebo list. Bazovú dušu dr�íme � o najvyššie medzi prstami � avej ruky, reznú plochu � ahko zre�eme 

a potom re�eme strme�  a objekt ako celok v tenkých plátkoch. Narezané plátky rastliny prenesieme na 

podlo�né sklí� ko. Listy rastlín mo�no reza�  aj tak, �e ich nieko� kokrát prelo�íme a takto vzniknutý balí� ek 

zovrieme medzi prstami � avej ruky a re�eme �iletkou pravou rukou. Takto získame naraz viacero vzoriek.     
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Iba � as�  rastlinného materiálu je mo�né pozorova�  takto bez prípravy. Objekty rastlín ale aj 

�ivo � íšnych tkanív je treba rozlo�i�  na tenké priesvitné rezy. Celá príprava takýchto biologických vzoriek 

pre pozorovanie v optickom mikroskope má tri základné fázy. Prvou je fixácia �ivého materiálu a 

dehydrácia vzorky.  

Fixáciou rozumieme rýchle usmrtenie �ivej hmoty buniek a pletív fixa� nými prostriedkami, ktorými 

sa zabráni � alším samovolným zmenám materiálu. Podstatou fixácie je jemné vyzrá�anie (denaturácia) 

bielkovín �ivej hmoty pôsobením fyzikálnych (zamrznutie, niekedy aj var) alebo chemických prostriedkov 

(chemickým roztokom). Fixa� ná tekutina musí rýchle prenika�  a � o najmenej poškodzova�  štruktúru pletív, 

pritom by nemala zní�i�  schopnos�  ich zafarbenia. Na fixa� né ú� ely sa � asto pou�ívajú nasledujúce 

kvapaliny: 

- alkohol 

- formalín t.j. 40 % roztok formaldehydu vo vode 

- kyselina osmi� elá OsO4 

- glutaraldehyd  

- fixa� né kvapaliny s kyselinou pikrovou 

- fixa� né kvapaliny so sublimátom 

Formalín sa � asto pou�íva, je vhodný najmä na prieh� adné histologické preparáty, menej na vyšetrenia 

cytologické. Pletivá sa v � om dobre zafarbujú, dobre konzervuje. 

Kyselina osmi� elá je jedným z najlepších fixa� ných prostriedkov, nemení štruktúru �ivých pletív. Pou�íva 

sa k fixácii zvláš�  pri vyšetrovaní rôznych zlo�iek bunky. Pou�íva sa aj k fixácii lipoidov, ktoré sa zárove�  

sfarbujú do � ierna.  

Ak je objekt fixovaný, je potrebné ho pripravi�  ku krájaniu na tenké plátky. Avšak i pri správnej 

fixácii obvykle sa objekt nedá ru� ným spôsobom pomocou ostrej britvy alebo �iletky nakrája�  na tenké 

plátky rovnako hrubé po celej ploche a dostato� ne priesvitné. Objekt okrem toho mô�e obsahova�  ve� a 

vody, ktorú je treba odstráni� . Dehydratácia sa uskuto�� uje tak, �e sa na objekt pôsobí postupne stúpajúcou 

koncentráciou alkoholu. Alkohol silne dehydruje biologický materiál a prakticky ho vysuší.  

	 alšia fáza prípravy vzoriek spo� íva v presiaknutí vysušeného objektu parafínom, celoidínom alebo 

monomérnou �ivicou, ktorá polymerizuje a vytvorí plastickú látku. Ztuhnutá látka spolu s biomateriálom 

vytvárajú hmotu, ktorá sa dá dobre krája� , preto takto pripravený preparát sa dá nakrája�  na tenké plátky. 

Z fixovaných objektov sa takto zhotovujú plátky tenké nieko� ko tisícin a� stotín mm rezaním na 

zariadeniach nazývaných mikrotomy. Niekedy sa pou�íva namiesto „stu�ovania“ pomocou parafínu alebo 
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polymeriza� nej �ivice postup zalo�ený na priamom zmrazení objektu. Po zmrazení sa krájajú tenké plátky 

na zmrazovacom mikrotome. 

Mikrotomy sú mechanické zariadenia s ve� mi ostrým no�om, ktorý sa pohybuje po presne 

vymedzenej dráhe, alebo stojí v presne vymedzenej polohe a pohybuje sa objekt. Nô� musí ma�  dokonalé 

ostrie a dobrú stabilitu � epele. Hrúbka vzorky na mikroskopovanie sa nastavuje pomocou mikrometrickej 

skrutky s príslušnou stupnicou.  

Biologické preparáty sa � asto vyzna� ujú tým, �e ich štruktúra je málo kontrastná a jednotlivé detaily 

sú rovnako prieh� adné a � a�ko sa rozlišujú. Na takéto preparáty však je preto nutné vyu�i�  nejakú metódu 

zlepšenia kontrastu. Naj� astejšie sa vyu�íva vlastnosti pletív resp. buniek, �e ich niektoré � asti absorbujú 

lepšie ur� ité farbivá ako ostatné � asti, � ím sa zabezpe� í ich zvýraznenie.  

Farbivá sú také látky, ktoré majú schopnos�  viaza�  sa na pevné telesá. Farbivá ako chemické 

zlú� eniny existujú prírodné a umelé. Z prírodných látok sú to  

- haematoxilyn, jedno z najpou�ívanejších farbív, získava sa z tropického dreva kampešky.  

- brasilin je chromogén z dreva fernambukového, pou�íva sa podobne ako haematoxilin. 

- orceín sa získava z niektorých druhov lišajníkov. 

- karmín sa získava zo sušených sami� iek � erva nopálového, ktorý cudzopasí na kaktusoch. 

Pod� a druhu chromofóru rozoznávame viacero skupín organických umelých farbív: 

- nitrofarbivá – kyselina pikrová, naftolová �ltá 

- azofarbivá – oran� G, chrysoidín 

- antrachinonové farbivá – alizarín 

- thiazínové farbivá – thionin 

- azínové farbivá – safranín T 

- fenyl-metánové farbivá – malachitová zele�  

- triamínotrifenylmetánové farbivá – kyslý fuchsín, anilínová modrá  

Po ukon� ení farbenia sa rezy uzavierajú medzi podlo�né sklí� ko a krycie sklí� ko do vhodného 

transparentného prostredia s vysokým indexom lomu. Obvykle sa na tento ú� el vyu�íva kanadský balzám, 

� o je prírodná �ivica, niekedy sa ako prostredie pou�íva glycerín alebo gycerínová �elatina.  

Celkom odlišné princípy prípravy vzoriek na mikroskopické pozorovanie sa pou�ívajú pri skúmaní 

metalografických a mineralogických vzoriek. V závislosti od ú� elu výskumu daného materiálu pozorovanie 

sa uskuto�� uje bu�  v odrazenom alebo v prechádzajúcom svetle. 
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Na pozorovanie v prechádzajúcom svetle sa pripravujú preparáty tzv. tenké výbrusy s hrúbkou iba  

20 – 30 mm. Preparáty musia by�  z oboch strán jemne vyleštené brúsnymi pastami (tzv. šlifovanie) tak aby 

cez ne presvitalo svetlo.  

Na krycom sklí� ku sa pripravujú aj práškové preparáty z nerastov. Hornina sa rozbije na drobný 

prášok tak, aby sa príliš nerozotierala a aby sa tak nevytvoril na preparát nepou�ite� ný ve� mi jemný prach. 

Na podlo�né sklí� ko sa preto oddelia iba drobné úlomky a kryštáliky vhodnej ve� kosti. Pokia�  mo�no 

rovnomerne rozdrvený zrnitý prášok prikryjeme krycím sklí� kom a na jeho okraj nanesieme kvapku 

tekutiny, v ktorej budeme preparát pozorova� . Kvapalina má v preparáte ten ú� el, aby sa zrná nerastov stali 

priehladnejšími. Pou�itie kvapaliny so známym indexom lomu dovo� uje aj ur� enie indexu lomu prítomných 

nerastov. 

Niekedy je vhodné zhotovi�  preparát stálý, dlhodobo skladovate� ný. Vtedy je najlepšie pou�i�  ako 

tekutiny, podobne ako pri biologických vzorkách, roztoku (v benzéne alebo toluéne) kanadského balzámu. 

Index lomu �ivice kanadského balzámu je n = 1,540. Po odparení rozpúš� adla kanadský balzám stvrdne 

a vytvorí skladovate� ný mineralogický � i petrografický preparát.  

Na mikroskopické pozorovanie v odrazenom svetle sa pripravujú preparáty vybrúsené iba na jednej 

ploche, ktorá je leštená. Brúsenie plochy sa uskuto�� uje pou�itím brusiva s ve� kými zrnami s ich postupným 

zmenšovaním. Obvykle sa na tento ú� el pou�íva karborundové brusivo. Podobný postup ako na 

mineralogických vzorkách sa pou�íva aj pre brúsenie a leštenie metalografických povrchov. Horninové 

materiály, ktoré majú ve� kú pórovitos�  a nedajú sa takto priamo brúsi�  a lešti� , sa pripravujú s vyu�itím 

nasiaknutia materiálu a vytvrdnutia �ivice kanadského balzámu alebo umele vyrábanej vhodnej epoxidovej 

�ivice. Následne mo�no plochu brúsi�  a lešti� . 

 

1.6 Základné zobrazovacie komponenty mikroskopu – objektív a okulár  

�

Mikroskopický objektív je základným optickým prvkom, ktorý vytvára zvä� šený prevrátený obraz 

pozorovaného predmetu umiestneného pred jeho prednou ohniskovou rovinou (prípadne priamo v nej), tak 

blízko, aby obraz vznikol v primeranej vzdialenosti za zadnou ohniskovou rovinou.  Objektív je spravidla 

zna� ne komplikovaný optický systém zlo�ený z viacerých šošoviek.  

Z h� adiska optiky je výkon a kvalita objektívu najdôle�itejším parametrom mikroskopu a mo�no 

poveda� , �e najmä vlastnosti tohoto optického komponentu ur� ujú výsledné mo�nosti mikroskopického 

optického systému z h� adiska jeho rozlišovacej schopnosti, ve� kosti zorného po� a, h�bky ostrosti  
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a svetelnosti systému. Pri konštrukcii mikroskopických objektívov je preto rozhodujúce, ako sú korigované 

optické chyby (aberácie). 

 

 

 

Obr.1.6 Mikroskopické objektívy s dlhou pracovnou vzdialenos� ou 

 

 

 

Mechanická d��ka tubusu je vzdialenos�  od spodného okraja tubusu, kde je závitom uchytený 

objektív, po jeho horný okraj, kde je dosadacia hrana okuláru (Obr.1.7). V po� iatkoch vývoja zlo�ených 

mikroskopov boli konštrukcie jednotlivých � astí mikroskopu ka�dého výrobcu viacmenej � ubovolné, preto 

aj d��ka tubusu sa navzájom líšila. Od d��ky tubusu sa však odvíja aj obrazová vzdialenos�  objektívu t.j. 

vzdialenos�  od objektívu po rovinu, kde sa premieta skuto� ný obraz predmetu. Táto obrazová vzdialenos�  

potom spolu so zvolenou ohniskovou vzdialenos� ou objektívu definujú jeho zvä� šenie. Postupom vývoja 

preto u rôznych výrobcov prišlo k ur� itej štandardizácii a aj samotné objektívy sa za� ali ozna� ova�  pribli�ne 

rovnakým spôsobom. Základnými charakteristikami objektívov, ktoré sa za� ali 

vyzna� ova�  na ich povrchu, boli zvä� šenie a numerická apertúra. 

 

Obr.1.7. Schéma tubusu mikroskopu 

 

 

Vo vä� šine mikroskopov pou�ívaných na pozorovanie v prechádzajúcom 

svetle, mechanická d��ka tubusu býva 160 mm, ktorá sa rozšírila najmä v� aka jej 

pou�ívaniu známym výrobcom Carl Zeiss Jena. Dnes je táto mechanická d��ka 

tubusu (kde sa zapo� ítava aj hrúbka revolverového meni� a) odporú� aná Royal 

Microscopical Society ako štandard pre mikroskopy s objektívami korigovanými na 

kone� nú vzdialenos�  (finite corrected objective). Aj dnes však niektoré firmy 

pou�ívajú odlišnú mechanickú d��ku: 

-   M = 160 mm  Carl Zeiss Jena, Nikon, Olympus 
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-   M = 170 mm  Meopta, ROW (NDR), Leitz 

-   M = 190 mm  mikroskopy pre pozorovanie v odrazenom svetle 

-   M = 250 mm  Reichert (Wien)-metalografický mikroskop 

Túto mechanickú d��ku je pre daný typ objektívu treba rešpektova� , ke� �e aberácie sú korigované iba na 

danú d��ku a pri vo� be iných vzdialeností vzniká predovšetkým sférická aberácia. 
 astým praktickým 

problémom u nás bývala vzájomná zámena objektívov výrobcu Carl Zeiss Jena a � eskoslovenskej Meopty, 

ktoré pou�ívali iný štandard d��ky tubusu a z tohto dôvodu sa nemali vzájomne zamie� a� . Meopta preto aj 

za týmto ú� elom vyrábala vymenite� ný tubus, ktorého d��ka sa dala plynulo nastavova�  od M = 150 mm do  

M = 190 mm. 

Vä� šina mikroskopov je navrhnutá v rámci Deutsche Industrie Norm – DIN, japonská norma 

Japanese Standard – JIS sa pou�íva menej. V mikroskopoch s objektívmi korigovanými na kone� nú 

vzdialenos�  pod� a normy DIN je vzdialenos�  objekt – obraz 195 mm. Vzdialenos�  objektu od zadnej 

dosadacej plochy jeho závitu – tzv. parfokálna vzdialenos� , je vtedy 45 mm. Zostávajúca vzdialenos�  150 

mm k po� nej šošovke okulára definuje vzdialenos�  skuto� ného obrazu objektívu vo vnútri tubusu ako 10 

mm od konca tubusového okraja-dorazu okulára. Závit objektívu je rovnaký pre obe normy DIN i JIS a to 

0,7965`` (20,1 mm) v priemere, 36 TPI, 55° Whitworth (Obr.1.8). DIN objektívy sú spravidla korigované na 

mechanickú d��ku tubusu 160 mm, JIS objektívy na 170 mm. Dnes sa za� ínajú pou�íva�  aj objektívy 

s parfokálnou vzdialenos� ou 60 mm, ktorá je výhodná najmä pre objektívy korigované na nekone� no. Takto 

sú konštruované objektívy s dlhou pracovnou vzdialenos� ou. 

 

 

Obr.1.8. Definícia parfokálnej vzdialenosti pod� a noriem 

 

 

 

V tejto súvislosti je dôle�itým parametrom konštrukcie aj optická d��ka tubusu. Je definovaná ako 

vzdialenos�  medzi zadnou ohniskovou rovinou objektívu a skuto� ným obrazom premietnutým do 

ohniskovej roviny okulára (Obr.1.7). Korekcie objektívov sú vypo� ítané na túto vzdialenos� , preto ju treba 

dodr�a�  aj ke�  sa do optickej dráhy zavádzajú � alšie optické prvky. Sú to predovšetkým hranoly pri 

binokulárnom pozorovaní, hranoly usmer� ujúce chod lú� ov, rôzne deli� e vlnoplochy a tie� filtre. Lú� e 

prechádzajúce vo vnútri tubusu cez takéto prvky nadobúdajú cca 1,5 násobne dlhšiu optickú dráhu ne� pri 
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rovnakej geometrickej dráhe prechodom cez vzduch (index lomu skla je n �  1,5). Takto potom mô�u 

vzniknú�  aberácie.   

Dnes tieto problémy mikroskopickej praxe spojené s mechanickou i optickou d��kou tubusu, 

ustupujú do pozadia vzh� adom na konštrukcie nových prístrojov, ktoré vo vä� šine prípadov pou�ívajú u� 

objektívy korigované na nekone� no, kde d��ka tubusu nie je dôle�itá. Treba ešte poznamena� , �e mnohé 

moderné mikroskopy dnes nemajú samostatný tubus – lú� e, ktoré sa šíria od objektívu v telesa mikroskopu 

a lámu resp. otá� ajú hranolmi a optickými deli� mi. Dnes sa tie� � asto pou�ívajú trinokulárne hlavice, kde 

okrem okulárov na priame pozorovanie zrakom, je umiestnená aj CCD kamera resp. digitálny fotoaparát.  

Existujúce konštrukcie mikroskopických objektívov mo�no rozdeli�  do nieko� kých kategórií pod� a 

nasledujúcich kritérií: 

1. spôsob a dokonalos�  korekcie zostatkových aberácií 

2. vlastnosti pou�itej imerzie resp. bez imerzie 

3. rôzne optické konštruk� né schémy jednotlivých systémov (šošovkové, zrkadlové, 

zrkadlovo-šošovkové) 

4. pod� a d��ky tubusu mikroskopu a vzdialenosti projekcie skuto� ného obrazu objektu 

Najdôle�itejším kritériom je delenie pod� a toho, ako sú tieto zlo�ité optické systémy dokonale korigované 

na dominantné aberácie t.j. najmä chromatickú aberáciu, sférickú aberáciu a vyklenutie po� a. Tieto chyby 

šošoviek resp. tzv. aberácie vyplývajú z fyzikálnej podstaty zobrazovania pomocou sférickej šošovky.  

Chromatické (farebné) aberácie majú pôvod v tom, �e index lomu skla – jej „lámavos� “ závisí od 

vlnovej d��ky svetla (tzv. disperzia). Lú� e bieleho svetla sa lámu mierne silnejšie pre krátkovlnnú zlo�ku – 

fialovú, modrú, ne� pre svetlo � ervenej farby. Pri sústredení lú� ov bieleho svetla do ohniska potom vzniká 

koncentricky dúhové rozlo�enie svetla a ohnisko je tak farebne „rozmazané“. Chromatická aberácia sa 

odstra� uje pou�itím zlo�ených optických systémov s vyu�itím spojných i rozptylných šošoviek s rôznymi 

indexami lomu.  

Sférická aberácia je výsledkom javu, �e pri lámavých plochách šošoviek, ktoré sú sférického tvaru, 

sa lú� e idúce okrajmi spojnej šošovky lámu viac, ako lú� e prechádzajúce centrálnou � as� ou šošovky. Aj 

týmto javom vzniká neostré ohnisko. Sférická aberácia je výraznejšia pre ve� ké hodnoty numerickej 

apertúry, ktoré sú práve v mikroskopických objektívoch dominantné. Táto aberácia sa koriguje taktie� 

pou�itím kombinácie spojných a rozptylných šošoviek.  

Existujú aj � alšie druhy aberácií šošoviek ako je astigmatizmus a kóma, ktoré sú výrazné najmä pre body 

predmetu le�iace mimo optickej osi. Pre pozorované predmety, ktoré majú malé prie� ne rozmery, sú 

podmienky pozorovania výhodnejšie. Obmedzuje sa tým však dosiahnute� né zorné pole mikroskopu. 
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Pod� a dokonalosti korekcie farebnej chyby poznáme typy objektívov achromáty a apochromáty, 

zabezpe� enie planarity zorného po� a vyjadrujú planachromáty resp. planapochromáty. 

Achromáty: 

- sú objektívy, kde je farebná chyba upravená pre � ervenú a modrú farbu (Obr.1.9). Tento obrázok 

ukazuje, ako sa navzájom prekrývajú – súhlasia ohniskové body pre objektív s ohniskovou 

vzdialenos� ou f = 10,0 mm. Achromatické objektívy sa preto pou�ívajú pre menšie zvä� šenia. Ich 

nevýhodou je tie�, jav sférického zakrivenia obrazovej roviny, ktoré je cite� né najmä pri objektívoch 

s vä� šími numerickými apertúrami. Aby sa tento nedostatok odstránil pou�ívali sa v kombinácii 

s tzv. kompenza� nými okulármi, ktoré toto zakrivenie korigovali a vytvárali tak zaostrený obraz 

v celom zornom poli. Známe sú takéto staršie okuláre, ktoré vyrábala firma Carl Zeiss Jena. 

Achromatické objektívy patria medzi najjednoduchšie a najlacnejšie objektívy.  

Apochromáty: 

- podstatne lepšie korigujú farebné chyby, ktoré sú odstránené prakticky pre celé spektrum vidite� ného 

svetla ako je to vidie�  na Obr.1.9. Sférická chyba býva odstránená aspo�  pre dve rôzne farby. 

Apochromatické objektívy vo všeobecnosti majú vyššiu numerickú apertúru ako objektívy 

achromatické a tie� dovo� ujú vä� šiu pracovnú vzdialenos� . Vzh� adom k ich korekciám farebným 

chýb sú vhodnejšie pre pozorovanie v bielom svetle bez farebných filtrov, ke�  verný prenos farieb je 

dôle�itý.  

Planapochromáty: 

- odstra� ujú vyklenutie obrazového po� a. Tento typ objektívov mô�e by�  achromatický, ale spravidla 

sú to apochromatické systémy. Moderné typy objektívov sú prakticky všetky planachromatické. 

Ve� kou výhodou týchto objektívov je dnes aj skuto� nos� , �e ich mo�no s výhodou pou�íva�  na 

premietanie obrazu na film alebo CCD � íp.  

Objektívy korigované na nekone� no: 

- staršie typy objektívov, ktoré boli vyrábané pribli�ne pred rokom 1980, boli skonštruované tak, aby 

vytvárali skuto� ný obraz v kone� nej vzdialenosti 160 mm, 170 mm resp. 210 mm alebo 250 mm. Pre 

túto vzdialenos�  tie� platilo zvä� šenie, uvádzané na objektíve. Moderné objektívy sú však u� 

korigované na nekone� nú vzdialenos�  obrazu, tak�e na strane obrazu vytvárajú kolimované svetelné 

zväzky a nemô�u priamo premietnut skuto� ný obraz objektu. Ten sa získa a� pou�itím tubusovej 

šošovky umiestnenej vo vnútri tubusu. Aberácie sú obvykle odstránené samotným objektívom, alebo 

jeho kombináciou s tubusovou šošovkou. Vä� šinou sú tieto objektívy konštruované s vä� šou 
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ohniskovou vzdialenos� ou, ktorá potom umo�� uje aj o nie� o vä� šiu pracovnú vzdialenos�  

v porovnaní s objektívmi korigovanými na kone� nú vzdialenos� . Hodnota zvä� šenia obrazu, ktorá je 

uvedená na objektíve, platí v kombinácii s ohniskovou vzdialenos� ou tubusovej šošovky, pre ktorú 

bol objektív navrhnutý. Celkove mo�no poveda� , �e tieto typy objektívov sa nedajú pou�i�  na 

mikroskopoch iných výrobcov, nie sú vzájomne zamenite� né. 

 

 

Obr.1.9. Chromatická aberácia pre rôzne druhy objektívov 

 

 

 

 

1.6.1 Špeciálne typy mikroskopických objektívov 

Preva�ná vä� šina mikroskopických objektívov sú štandardné achromatické alebo apochromatické 

druhy objektívov pre pozorovanie v prechádzajúcom svetle. Okrem nich však existujú objektívy, ktoré sú 

optimalizované na ur� itý druh špecializovaných úloh.  

Optika zrkadlových objektívov  vyu�íva skuto� nos� , �e sférické zrkadlo na rozdiel od šošoviek 

nemá chromatické aberácie. Preto zrkadlové objektívy sú naj� astejšie vyu�ívané v aplikáciách, kde sa 

vy�aduje ve� mi vysoká kvalita obrazu � i sfokusovania svetla pri širokom spektrálnom rozsahu. Tieto 

objektívy � asto dosahujú teoretického difrak� ného limitu v širokom spektre. Ke� �e odrazivos�  zrkadlových 

plôch je taktie� širokospektrálna, takéto objektívy sú ideálne pre aplikácie ako v hlbokej ultrafialovej oblasti, 

tak aj v infra� ervenom pásme. Nevýhodou zrkadlových objektívov je ich limitovaná numerická apertúra, 

ktorá nemô�e prekro� i�  hodnotu A = 0,65. 

Objektívy pre polariza� ný a interferen� ný mikroskop: 

- pri výrobe optického skla (pri jeho chladnutí) � asto vznikajú v materiáli vnútorné napätia, rovnako 

tak ako mechanickým namáhaním napríklad pri stla� ení zabudovaných šošoviek v konštrukcii 

objektívov. Tieto mechanické napätia sa mô�u potom prejavi�  vznikom parazitných interferen� ných 

� iar, ak predmet pozorujeme v svetle polariza� ného mikroskopu alebo v interferen� nom mikroskope. 

Pre tieto druhy mikroskopov je preto nutné pou�íva�  objektívy, ktoré majú optiku bez vnútorných 

napätí (tzv. stress free) a sú aj konštruk� ne vhodne upravené. Objektívy ur� ené na daný ú� el majú 

príslušné ozna� enie. 
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Episkopické objektívy: 

- v mikroskopoch, ktoré sú ur� ené na iné ú� ely ako je sledovanie biologických preparátov 

v prechádzajúcom svetle, je nutné pozorova�  neprieh� adný predmet tak, �e sa osvetlí zhora, zo smeru 

pozorovania. Naviac, tieto predmety vä� šinou nemusia by�  zakryté krycím sklí� kom. Episkopické 

objektívy preto musia by�  korigované tak, aby s prítomnos� ou krycieho sklí� ka nerátali a okrem 

toho, aby svetelný zväzok osvet� ujúci pozorovaný objekt prechádzal cez objektív, ktorý takto 

sú� asne slú�i aj ako osvet� ujúci kondenzor.  Dnes sa vä� šinou pou�ívajú širokouhlé epi-objektívy, 

ktoré sú vypo� ítané na nekone� nú obrazovú vzdialenos�  a vy�adujú preto tubusovú šošovku. Tento 

typ objektívov je potrebný pre špecializované metalografické mikroskopy, ale aj mikroskopy 

vyu�ívané pri práci vo výskume a in�inierskej praxi v mikroelektronike.   

Objektívy vhodné pre sledovanie fluorescencie: 

- klasická jednofotónová fluorescen� ná mikroskopia je zalo�ená na budení fotoluminiscencie 

pomocou osvetlenia látky ultrafialovým svetlom. Optické sklo však toto �iarenie pohlcuje, preto je 

potrebné zabezpe� i� , �e osvet� ujúce �iarenie bude prechádza�  iba cez sklo, ktoré je špeciálne 

upravené vhodnými prísadami tak, aby prepúš� alo aj ultrafialové lú� e aspo�  po vlnové d��ky 350 – 

300 nm. Skuto� nos� , �e dnešné mikroskopy pre fluorescenciu vyu�ívajú schému s reflexným-

episkopickým systémom osvetlenia cez objektív, ktorým sa sú� asne objekt zhora osvet� uje 

i pozoruje, determinuje potrebu pou�íva�  optické sklo so zlepšenou priepustnos� ou v ultrafialovej 

oblasti aj pre celú optiku episkopických objektívov. Objektívy preto majú aj špeciálne ozna� enie. 

 

1.7 Ozna� ovanie mikroskopických objektívov 

�

U výrobcov optických mikroskopov existuje dávno zau�ívaná prax uvádza�  základné informácie 

o druhu a optických vlastnostiach daného objektívu priamo na jeho konštruk� nej schránke vhodnými 

symbolickými nápismi. Na Obr.1.10 sú štandardné mikroskopické objektívy optimalizované na kone� nú 

vzdialenos�  skuto� ného obrazu. Sú tu uvedené základné parametre, ktoré bývajú na podobných objektívoch 

uvádzané výrobcami��

�
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Obr. 1.10  Základné parametre objektívov, ktoré sú uvádzané na ich puzdre 

�

Na � alšom Obr. 1.11 sú ozna� enia optických parametrov moderného typu mikroskopického 

objektívu s dlhou pracovnou vzdialenos� ou  korigovaného na nekone� nú vzdialenos� . Ozna� ovanie 

jednotlivých parametrov rôznymi výrobcami nie je vo všeobecnosti štandardizované, preto sa u rôznych 

firiem mô�eme stretnú�  s odlišnými symbolickými skratkami. Tab. 1 prezentuje viacero takýchto skratiek, 

ktoré sa be�ne vo svete pou�ívajú.�

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1.11  Ozna� enia planapochromatického objektívu korigovaného na nekone� no 
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Tab. 1  Symbolické ozna� enia pou�ívané rôznymi výrobcami na identifikovanie druhov mikroskopických objektívov 

Achro, Achromat   achromatický objektív 

Apo, Apochromat  apochromatický objektív 

Plan, Plan, Plano, PlanAchro planachromatický objektív,  

PlanApo,   planapochromát, planachromát 

L, LL, LD, LWD   dlhá pracovná vzdialenos�  - long working distance 

ELWD    extra-dlhá pracovná vzdialenos�  -  extra-long working distance 

SLWD    super-dlhá pracovná vzdialenos�  - super-long working distance 

ULWD    ultra-dlhá pracovná vzdialenos�  - ultra-long working  distance 

Oil.im, Oil, Oel   olejová imerzia  

HI    homogénna imerzia 

WI, Water, Wasser  vodná imerzia - water immersion 

DIC,    diferen� ný interferen� ný kontrast 

NIC    Nomarského interferen� ný kontrast 

ICS   korekcia na nekone� no (Zeiss) - infinity color-corrected system  (Zeiss) 

CF, CFI   korekcia na nekone� no (Nikon) - chrome-free infinity corrected (Nikon) 

UIS    univerzálny systém korigovaný na nekone� no - universal infinity system (Olympus) 

Ph, Phase, PC, PHACO  fázový kontrast  

DL, DLL, DM, BM  fázový kontrast - Dark Low, Dark Low Low, Dark Medium, Bright Medium 

PL, PLL    fázový kontrast - Positive Low, Positive Low Low 

PM, PH    fázový kontrast - Positive Medium, Positive High Contrast 

NL, NM, NH   fázový kontrast - Negative Low, Negative Medium, Negative High 

P, Po, Pol, SF   polariza� ný mikroskop - polarized light, strain free 

DI, MI, TI    interferen� ný mikroskop, mnoholú� ová interferometria - multiple beam (Tolanski) 

EPI    osvetlenie v dopadajúcom svetle - epiilumination 

 

1.8  Mikroskopické okuláre 
�

Okulár mikroskopu je optický komponent, ktorý prispôsobuje obraz premietnutý a zvä� šený 

objektívom � udskému oku tak, aby sa vyu�ilo zvä� šenie, rozlišovacia schopnos�  a korekcie aberácií, aby 

oko vnímalo farebne a geometricky neskreslený a správne zaostrený obraz. Mikroskopické okuláre sa 

vä� šinou skladajú z o� nej šošovky a šošovky tzv. kolektívu. Šošovka kolektívu resp. viac� lenný súbor sa 

umiestni v blízkosti obrazu, pri� om len málo zmení jeho polohu a ve� kos� . Tento šošovkový � len však 
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zobrazí výstupnú pupilu objektívu za druhý � len okulára tak, �e hlavné lú� e sa po prechode kolektívom 

zbiehajú na o� nú šošovku. Existuje viacero druhov okulárov, ktoré sa líšia zvä� šením, korigovaním 

chromatickej aberácie a zklenutia zorného po� a a tie� šírkou zorného po� a. 

 Huygensov okulár  

- najjednoduhšie dvojšošovkové okuláre, ktoré sa pou�ívajú pre malé zvä� šenia (4x, 10x). 

- predmetová rovina sa nachádza vo vnútri medzi šošovkami.  

- sú vhodné pre pou�itie s achromatickými objektívmi s malým zvä� šením 

Ramsdenov okulár 

- jednoduchý, zlo�ený tie� z dvoch šošoviek 
- vhodný pre pou�itie s achromátmi s ve� kým zvä� šením 

 

Kellnerov okulár 

- o� ná šošovka je zlo�ená  a achromatizovaná 

- vhodný pre široké vhodné pole 

Ortoskopické okuláre 

– najmenej skreslené zorné pole 

– hodia sa v kombinácii so semiplan a plan objektívmi 

– vyrábajú sa iba ako silnejšie zvä� šujúce okuláre so zvä� šeniami 10x a� 30x 

– vhodné tie� ako meracie okuláre so stupnicou (aj pohyblivou) 

Merací okulár 

– je spravidla ortoskopický optický systém 

– obsahuje mikrometrický mechanický posuv so stupnicou a zámerným krí�om v zornom poli 

– rovnako ako mikroskopické objektívy, aj okuláre pou�ívajú symbolické ozna� enia 

základných parametrov 

 

Tab. 2  Naj� astejšie pou�ívané ozna� enia mikroskopických okulárov 

WF    širokouhlý - Wide Field 

UW, UWF    ultra širokouhlý - Ultra Wide Field 

SW, SWF   super širokouhlý - Super Wide Field 

H, HE    vzdialené pozorovanie - High Eye 

K, C    kompenza� ný okulár - Compensation  
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Obr. 1.12  Základné parametre uvádzané na puzdrách okulárov 

�

1.9  Rozlišovacia schopnos�  objektívu 

�

Ak na spojnú šošovku � i zlo�ený objektív dopadá svetelná vlnoplocha, okrem javu refrakcie nastáva 

aj difrak� ný jav. Difrakcia na kruhovom otvore ohrani� ujúcom optický systém zaprí� iní, �e svetlo sa nedá 

sfokusova�  do bodu, ale sa sústredí do ve� mi malej oblasti. V tejto oblasti vznikne zlo�itejšie rozdelenie 

intenzity svetla – centrálne maximum intenzity, ktorého intenzita od stredu prudko klesá a prechádza do 

svetelného minima v tvare prstenca. Tento prstenec potom znovu vystrieda sekundárne prstencové 

maximum a � alšie striedajúce sa minimá a maximá.  Polomer prvého prstencového minima je definovaný 

uhlom �  s vrcholom v strede objektívu 

 ls 22,1sin =D         (1) 

kde �  je vlnová d��ka uva�ovaného monochromatického svetla a D je priemer kruhového otvoru objektívu. 

Ak by sme pou�ili biele svetlo, difrak� ný obrazec bude predstavova�  intenzitný sú� et takýchto difrak� ných 

obrazcov pre jednotlivé vlnové d��ky vzájomne na seba nalo�ených. V prípade, ak na objektív dopadá 

rovinná vlnoplocha (pozri napr. Obr.1.13) mô�eme polomer prstenca prvého difrak� ného minima r 

v ohniskovej rovine vyjadri�  nasledujúco (za predpokladu, �e uhol �  je malý) 

 D
f

r
l

22,1=           (2) 

kde f je ohnisková vzdialebnos�  objektívu. 
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Obr.1.13. Vytvorenie difrak� ného 
krú�ku v ku�eli zbiehajúcich sa 
svetelných lú� ov 

 

 

Zbiehajúce sa lú� e (ku�e�  svetla) teda nemô�u ani v prípade ideálne korigovaných objektívov 

vytvori�  geometrický bod – v�dy sa vytvorí tzv. difrak� ný krú�ok (� asto sa nazýva Airyho). Je to dané 

vlnovou povahou svetla. Difrak� ný krú�ok je tým menší (a tým aj rozlišovacia schopnos�  objektívu), � ím sa 

lú� e svetla zbiehajú pod vä� ším uhlom.  

 Difrakcia na kone� ných rozmeroch otvoru objektívu je k� ú� ovým javom aj pri vytváraní obrazu 

v mikroskope, kde ur� uje jeho maximálnu rozlišovaciu schopnos� . Treba poveda� , �e absolútne zvä� šenie 

obrazu vytváraného mikroskopom, z h� adiska jeho výkonnosti a kvality nie je dôle�ité.  

V mikroskopickej technike sa schopnos�  rozozna�  najmenšie detaily na pozorovanom objekte sa 

obvykle neudáva v uhlovom rozlíšení ale pomocou najbli�šej vzdialenosti dvoch bodov na objekte, ktoré je 

ešte mikroskop schopný rozlíši� . Schéma chodu lú� ov cez mikroskopický objektív, ktorý vytvára v tubuse 

skuto� ný obraz, je na Obr. 1.15. Minimálna vzdialenos�  medzi dvoma bodmi objektu emitujúcimi 

nekoherentné monochromatické svetlo (vzdialenos�  y na Obr. 1.15) nájdeme z podmienky, �e stredy dvoch 

nezávislých difrak� ných-ohybových obrazcov, ktoré vznikajú v rovine skuto� ného obrazu (vzdialenos�  y`) 

sa nachádzajú práve vo vzdialenosti definovanej tzv. kritériom Rayleigha. Táto podmienka hovorí, �e dva 

body mo�no rozlíši� , ak im prislúchajúce difrak� né obrazce sú vo vzájomnej vzdialenosti tak, �e stred 

jedného obrazca bude v tmavom krú�ku druhého obrazca, � o vh� adom k symetrii obrazcov platí aj obrátene. 

Difrak� né obrazce sú vytvorené ako Fraunhoferova difrakcia na kruhovom otvore (1).  

   

      

 

Obr. 1.14. Airyho difrak� ný krú�ok a vzájomné prekrytie krú�kov pri 
Rayleighovej limitnej polohe 
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Na Obr.1.15. je objektív pre názornos�  nakreslený ako zlo�ený s tým, �e medzi jeho dvoma � lenmi je 

rovnobe�ný zväzok lú� ov, preto vz� ah (1) mô�eme napísa�  v tvare 

 q
D

y
l

22,1' =          (3) 

kde p` je vzdialenos�  sfokusovania svetelného zväzku do roviny zobrazenia. Z podobnosti trojuholníkov, 

ktoré vytvára lú�  idúci stredom zobrazujúceho objektívu vyplýva vzájomný vz� ah medzi vzdialenos� ami 

(laterárnymi rozmermi) na strane obrazovej a predmetovej, preto mo�no písa�  

 
Dp

y
q
y l

22,1
'

==         (4) 

kde p je vzdialenos�  pozorovaného predmetu od objektívu (presnejšie pri zlo�enom objektíve k jeho 

predmetovej hlavnej rovine).  

 

�

Obr.1.15 Schéma chodu lú� ov v mikroskopickom 
objektíve – difrakcia na jeho otvore 

 

 

 

Aby sme našli vz� ah medzi ve� kos� ou predmetu y a jeho obrazom v obrazovej rovine y`, budeme 

uva�ova�  tzv. sinusovú podmienku chodu lú� ov 

 'sin''sin ss ynny =         (5) 

kde n, n` sú indexy lomu prostredia pred a za objektívom. Index lomu prostredia za objektívom a v rovine 

zobrazenia je rovný pribli�ne n=1,0 (vzduch), avšak v predmetovej oblasti n mô�e by�  � asto vä� šie ako 1,0, 

preto�e v optickej mikroskopii sa � asto pou�íva imerzia na zlepšenie rozlišovacej schopnosti. Sinusová 

podmienka, ktorú sformuloval Abbé, musí by�  splnená aj pri zlo�itých systémoch objektívov, aby sa 

zabezpe� ilo potla� enie ich aberácií. Na základe tejto podmienky a s uvá�ením toho, �e uhol � ` je v�dy 

dostato� ne malý (vzdialenos�  q býva obvykle 160 mm i viac, D býva nieko� ko mm) dostaneme výraz pre 

rozlišovaciu schopnos�  mikroskopického objektívu 
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 s
l

sin
61,0

n
R =          (6) 

kde R = ymin  je najmenšia vzdialenos�  dvoch bodov predmetu, pri ktorej sme schopný ešte identifikova� , �e 

sa jedná o dva nezávislé body. Z uvedeného výrazu vyplýva, �e rozlišovacia schopnos�  mikroskopu je 

závislá iba od tzv. numerickej apertúry 

 ssinnA =           (7) 

Potom 

 A
R

l61,0
=          (8) 

Pri odvodzovaní vz� ahu (8) sa z h� adiska optického brala do úvahy podmienka vzájomnej 

nekoherentnosti dvoch bodov predmetu, ktoré bolo potrebné v obraze rozlíši� . Táto podmienka však pre dva 

vzájomne blízke body (myslí sa vzdialenos�  porovnate� ná s vlnovou d��kou svetla) pri osvetlení svetlom 

kondenzora nemusí by�  úplne splnená. Aj z tohoto dôvodu E. Abbe vysvetlil vytvorenie obrazu 

v mikroskope na princípoch difrak� nej optiky a interferen� ného javu.  

Pri dopade/odraze svetla na mikroskopických objektoch, nezávisle od toho, � i objekt má výrazne 

periodickú štruktúru alebo len nepravidelne rozlo�ené detaily, mô�eme takýto objekt z poh� adu princípov 

difrak� nej optiky pova�ova�  za súbor harmonických mrie�ok s rôznymi periódami a aplitúdami.Pri osvetlení 

takejto štruktúry vzniká na detailoch objektu difrakcia a difrakciou „roztriedené“ lú� e vchádzajú do 

mikroskopického objektívu. Kvôli zjednodušeniu si predstavíme najjednoduchší objekt vo forme pravidelnej 

periodickej mrie�ky (Obr. 1.16). Perióda tejto mrie�ky je v tomto prípade základnou charakteristikou 

objektu a rozlišovacia schopnos�  mikroskopu znamená schopnos�  rozlíši�  � ím menšiu periódu.   

Zväzok paralelných lú� ov, ktoré prejdú mrie�kou sa po prechode objektívom rozdelí tak, �e rovnaké 

priestorové frekvencie (t.j. lú� e vo� i optickej osi pod rovnakým uhlom) sa sústredia v ohniskách vyšších 

difrak� ných rádov. Poloha týchto maxím je daná podmienkou 

 ls md =sin         (9) 

kde d je perióda mrie�ky a �  je difrak� ný uhol zodpovedajúci difrak� nému rádu m. Na optickej osi teda le�í 

maximum nulového rádu (m = 0), maximám prvých rádov zodpovedá difrak� ný uhol  

              
d
l

s =± 1sin   ,        (10) 
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Obr. 1.16 Difrak� ná teória vytvorenia obrazu v mikroskope 

pre maximá druhého rádu platí 

 d
l

s
2

sin 2 =±     (11) 

a rovnako aj pre vyššie rády.  

Preto�e tentokrát predpokladáme, �e difrak� né maximá sú 

tvorené vzájomne koherentnými lú� ami, v rovine vytvorenia 

skuto� ného obrazu tieto vlnoplochy interferujú vytvárajúc tak 

v rovine opticky zdru�enej s predmetovou rovinou, obraz 

predmetu. Vlastnosti tohoto skuto� ného obrazu sú teda ur� ené 

difrak� nými maximami vytváranými v ohniskovej rovine 

objektívu. V tejto rovine, ktorú mo�no matematicky opísa�  ako 

rovinu, kde nastáva difrakcia Fraunhofera, sa vytvára tzv. 

spektrum priestorových frekvencií predmetu. Z tohoto je tie� 

vidie� , �e pre vytvorenie verného obrazu v obrazovej rovine je 

nutné zabezpe� i�  vzájomnú interferenciu lú� ov idúcich od 

všetkých difrak� ných maxím spektra. Z konštruk� ného h� adiska však sú difrak� né uhly, ktoré je schopný 

mikroskopický objektív zachyti� , obmedzené do maximálne 70°-75°. Preto aj pre odhad rozlišovacej 

schopnosti objektívu mo�no vyu�i�  tieto hodnoty. Na druhej strane, � ím menší je detail objektu tým vä� šie 

sú difrak� né uhly lú� ov. Vstupný otvor objektívu je ur� ený uhlom 2�  medzi dvoma krajnými lú� ami, ktoré 

prichádzajú od objektu ku krajom vstupnej šošovky (Obr.1.17). Ak uhol �  je menší ako uhol difrakcie, ktorý 

zodpovedá spektrám prvého rádu (10), potom sa do mikroskopu dostanú iba lú� e od centrálneho maxima. 

V tomto prípade sa nemô�e v rovine zobrazenia vytvori�  obraz mrie�ky, ke� �e nevznikne interferencia 

z dvoch difrak� ných maxím. Takto sa v rovine skuto� ného obrazu objaví iba rovnomerne osvetlená plocha 

zodpovedajúca ve� kosti osvetleného objektu. Ak zabezpe� íme podmienku 

 d
l

s ³sin    ,        (12) 

obidve difrak� né maximá vytvoria interferenciu a tým aj obraz mrie�ky s periódou d. Obraz mrie�ky však 

nebude „dokonalý“, ke� �e priebeh intenzity v obraze bude harmonický, pri� om objekt-mrie�ka má 

skokovitý priebeh tmavých a prieh� adným medzier. Aby sme zabezpe� ili vernejší prenos v obraze predmetu, 

musíme zvä� ši�  uhol, pod ktorým vidno predmet-mrie�ku a prenies�  tak vyššie difrak� né rády.  
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V prípade, �e sa medzi predmetom a prvou šošovkou objektívu nachádza prostredie s indexom lomu 

odlišným od vzduchu (n = 1,0), svetlo difragované za mrie�kou sa bude šíri�  prostredím s indexom lomu n 

a vlnová d��ka tohoto svetla sa skráti n – násobne. Vtedy podmienka pre rozlišovaciu schopnos�  bude 

nasledujúca 

 s
l

sinn
RdMIN ==  .       (13) 

Tento vz� ah platí presne za predpokladu, �e objekt bol osvetlený rovnobe�nými zväzkom v smere optickej 

osi. V praxi sa však vo svetle kondenzora vyskytuje zna� ná � as�  lú� ov, ktoré sa šíria vo� i optickej osi pod 

uhlom. Ak osvet� ujúci lú�  dopadá pod uhlom �  k osi mikroskopu a difraguje pod uhlom  � ` , pre podmienku 

difrak� ných maxím platí 

 
d

m
l

ss =-¢ sinsin  .       (14) 

Z tohoto vz� ahu a podmienky, aby cez objektív prešli prvé a nulté difrak� né maximum, dostaneme výsledný 

výraz pre definíciu rozlišovacej schopnosti mikroskopu pod� a Abbeho 

  An
R

l
s

l 5,0
sin
5,0

==  .       (15) 

Ako je vidie� ,  aj v prípade koherentného svetla sa rozlišovacia schopnos�  t.j. minimálna vzdialenos�  medzi 

dvoma bodmi, ke�  sa tieto zobrazia ako oddelené, je prakticky rovnaká s výrazmi (6) resp. (8) pre 

nekoherentné osvetlenie.  

Vz� ahy (6), (8) resp. (15) ukazujú, �e pokia�  neberieme do úvahy mo�nos�  vyu�itia kratšej vlnovej 

d��ky, ktorá je zna� ne obmedzená tým, �e pou�ívame biele svetlo, numerická apertúra je vlastne jediný 

parameter, kde mo�no dosiahnu�  technické zlepšenie. Mikroskopický objektív vytvára obraz tak, �e sníma 

ku�e�  svetelných lú� ov vychádzajúcich z ka�dého bodu predmetu. Rozbiehavos�  tohoto ku�e� a svetla má 

teda k� ú� ový význam (Obr. 1.16). Pojem numerickej apertúry je v mikroskopii k� ú� ová veli� ina, od ktorej 

závisí rozlišovacia schopnos� , h�bka ostrosti a svetelnos�  obrazu. Vä� šia numerická apertúra znamená 

vä� šiu rozlišovaciu schopnos�  objektívu, ale tie� menšiu h�bku ostrosti. 

Ke� �e technicky nie je mo�né zkonštruova�  mikroskopický objektív tak, aby zachytil spo� ahlivo aj 

lú� e idúce pod uhlom �  = 72°, hodnotu numerickej apertúry mo�no zvä� ši�  iba pou�itím tzv. imerzie, t.j. 

kvapaliny s indexom lomu vä� ším ako vzduch (Obr. 1.18). Na tento ú� el sa s úspechom pou�ívala aj 

destilovaná voda, jej index lomu n = 1,33 je však ni�ší, ako index lomu imerzných olejov. Donedávna be�ne 
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pou�ívaný cédrový olej má index lomu n = 1,51, dnes be�ný syntetický olej má index lomu n = 1,515. Je 

mo�né pou�i�  aj monobrómnaftalén s vysokým indexom lomu n = 1,66, ktorý však je zdraviu škodlivý. 

 

 

Obr. 1.17 Vysvetlenie pojmu numerickej apertúry pre dva rôzne 
mikroskopické objektívy 

 

 

        

       

Obr. 1.18. Pou�itie imerzie a chod lú� ov osvetlenia predmetu 

 

 

 

Pri aplikovaní imerznej kvapaliny nielen zvyšujeme numerickú apertúru ale získlavame aj � alšie 

výhody. Pri suchých objektívoch bez imerzie prítomnos�  krycieho sklí� ka negatívne vplýva na veli� inu 

sférickej aberácie. Z tohoto dôvodu napr. je potrebné dodr�a�  hrúbku krycieho sklí� ka takú, aby 

zodpovedala hodnote, pre ktorú je objektív navrhnutý. Vä� šinou je to hrúbka 0,17 mm alebo v rozsahu 0,15 

– 0,20 mm, táto hodnota býva na objektíve uvedená. Aj napriek tomu, �e pou�ijeme správnu hrúbku sklí� ka, 

na jeho hornej stene a na vstupnej ploche šošovky objektívu nastáva silný lom lú� ov. Nie je to �iadúce u� aj 

kvôli vznikajúcemu totálnemu odrazu na hornej ploche sklí� ka, ktorý zaprí� i� uje parazitné reflexie. 

V prípade tzv. homogénnej imerzie, ke�  sa index lomu imerznej kvapaliny pribli�ne rovná indexu lomu skla 

(t.j. n � 1,5), hrúbka krycieho sklí� ka ani zbyto� né reflexy nemajú význam a podporujú tak dosiahnutie 

lepšej rozlišovacej schopnosti mikroskopu.    

Maximálnu hodnotu rozlíšenia optického mikroskopu mo�no dosiahnu�  ak pou�ijeme modré svetlo, potom 

pri numerickej apretúre A=1,4 mikroskop rozlíši 200 a� 300 nm. 

Zo vz� ahu (5) je sú� asne vidie� , �e dosiahnute� ná rozlišovacia schopnos�  optického mikroskopu nie je 

ovplyvnite� ná pou�itým zvä� šením dvojkomponentného optického systému.  



�

�

�� �

Zo vz� ahu (6) tie� mo�no odvodi� , aké zvä� šenie musíme pou�i�  pri okulári, aby detaily, ktoré je schopný 

rozlíši�  daný objektív s numerickou apertúrou A, bol schopný pozorovate�  rozlíši�  okom cez okulár.  

Je známe, �e � udské oko spo� ahlivo rozlíši dva lú� e idúce pod uhlom aspo�  2` a� 4` t.j. 0,15 mm resp. 0,29 

mm vo vzdialenosti 250 mm. Aby ich oko rozlíšilo, na výstupe z mikroskopu musia ís�  lú� e aspo�  pod 

takýmto uhlom. Zo vz� ahu pre rozlišovaciu schopnos�  

 

  (16) 

kde hodnota �  = 0,0005 mm je vlnová d��ka zeleného svetla. Odtia� to plynie, �e nemá zmysel pou�íva�  

vä� šie zvä� šenie ako 500÷1000 x A  (Abbé) lebo � alšie podrobnosti sa nerozlišujú, ale naopak zvä� šuje sa 

neostros�  obrazu daná ohybovými javmi. Tomuto zvä� šeniu sa hovorí u�ito � né zvä� šenie. Jeho veli� ina 

pod� a (9) je závislá iba od hodnoty numerickej apertúry pou�itého objektívu, preto prakticky sa nastavuje 

vhodnou vo� bou zvä� šenia okuláru k príslušnému objektívu. Ke� �e reálne technické riešenia nedovo� ujú 

skonštruova�  objektívy, ktorých numerická apertúra by bola vä� šia ako A=1,4 aj s imerznou kvapalinou, 

maximálna dosiahnute� ná rozlišovacia schopnos�  optického mikroskopu aj pri pou�ití modrého svetla 

(�  = 400-450 nm) je 

R �  200 nm. 

Na mikroskope s kvalitnou optikou je mo�né skuto� ne takúto rozlišovaciu schopnos�  dosiahnu� , � o sa dá 

otestova�  na vybraných vhodných objektoch, ktoré slú�ia na tento ú� el ako etalóny. 

 Numerickej apertúre A = 1,4 zodpovedá u�ito� né zvä� šenie pod� a Abbého najviac cca 1500 násobné, 

t.j. pri pou�ití 100 násobne zvä� šujúceho objektívu s imerziou je potrebné voli�  okulár so zvä� šením 15 x. 

Niekedy sa uvádzajú maximálne vyu�ite� né zvä� šenia optického mikroskopu 2000 x i 2500 x, � o sú však 

hodnoty, ktoré vyu�ívajú osoby so slabým zrakom. Niekedy sú takéto zvä� šenia u�ito� né pri pozorovaní 

v tmavom poli malých � astíc pod hranicou rozlíšenia (tzv. ultramikroskopia). 

 Rozlišovacia schopnos�  mikroskopu je len jednou z dôle�itých charakteristík, ktorými mô�eme 

kvantifikova�  kvalitu zobrazenia. 	 alším dôle�itým faktorom je kontrastnos�  vytvoreného obrazu. Táto 

sa dá definova�  pomocou veli� iny kontrastu, � o je ve� kos�  rozdielu medzi „najtmavšími“ a „najsvetlejšími“ 

bodmi normalizovaná najvä� šou intenzitou 

                   svetlytmavy
svetlytmavy

kontrast
+
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kde „svetly“ znamená hladinu „s� ernania“ (t.j. najbledší odtie�  sivej) najjasnejšieho pixelu sledovaného 

detailu obrazu a „tmavy“ je najtmavší pixel zobrazovaného detailu. Hodnota kontrastu 1 znamená najlepší 

prenos kontrastu, pri kontraste 0 nerozlíšime �iadne detaily obrazu. Modula� ná prenosová funkcia je 

charakteristika, ktorá opisuje, s akým kontrastom sa prenášajú vyššie priestorové frekvencie (t.j. menšie 

detaily predmetu) vo� i tým detailom, ktoré sú v prie� nom smere vä� šie – majú menšie priesorové 

frekvencie. Vo všeobecnosti platí, �e vyššie priestorové frekvencie sa prenášajú – zobrazujú s menším 

kontrastom. Mikroskopický objektív s ve� kou rozlišovacou schopnos� ou nielen rozlíši jemnejšie detaily, ale 

spravidla je schopný zobrazova�  aj detaily strednej ve� kosti s lepším kontrastom. Kontrastný obraz sa 

subjektívne javí ostrejší ako obraz s tým istým rozlíšením ale menším kontrastom. Kontrast 

mikroskopického obrazu je však ovplyvnený nielen parametrom rozlišovacej schopnosti objektívu. Najviac 

na kontrastný prenos vplývajú faktory ako sú rozptýlené svetlo z okolia ale aj parazitné odrazy na plochách 

šošoviek mikroobjektívu, ktorých povrchy by mali by�  pokryté kvalitnými antireflexnými vrstvami. Ve� mi 

� astým faktorom zhoršujúcim kontrastnos�  prenosu mikroskopického obrazu je nesprávne nastavenie 

osvetlenia objektu pri pozorovaní, nevhodným zaostrením a vo� bou clonenia kondenzora pre daný typ 

objektu. Niektoré objekty sú samotné s nevýrazným kontrastom ich detailov a tie� farebných odtie� ov, preto 

tieto objekty zvláš�  vy�adujú správne podmienky osvetlenia, prípadne vyu�itie niektorého z princípov 

zlepšenia kontrastnosti obrazu pomocou vhodného farebného filtra alebo tzv. fázového kontrastu, metódy 

tmavého po� a, � i Hoffmanovho modula� ného kontrastu, o ktorých sa hovorí v � alšom texte. 

 Inou dôle�itou kategóriou, ktorá ur� uje kvalitu zobrazovacích schopností mikroskopu je h�bka 

ostrosti. Mohli by sme ju definova�  ako rozsah vzdialeností predmetu od objektívu v okolí roviny 

najlepšieho zaostrenia, kedy pozorovaný obraz je stále ešte dostato� ne (subjektívne) ostrý. Na základe 

difrak� nej teórie mo�no odvodi�  pre tento rozsah zaostrenia nasledujúci výraz 

 22A
n

z
l

=D    (18) 

kde n je index lomu pou�itej imerznej kvapaliny.   

 Pri pozorovaní objektu okom, okrem tejto difrak� ne definovanej h�bky ostrosti, mô�eme ešte 

uva�ova�  o tzv. akomoda� nej h�bke ostrosti a geometrickej h�bke ostrosti. Obe tieto veli� iny sú výsledkom 

akomoda� nej schopnosti � udského oka, ktoré i pri pozorovaní cez okulár mikroskopu mô�e akomodova�  t.j. 

„preostrova� “ do ur� itej miery rovinu zaostrenia, � o v kone� nom dôsledku vedie k ur� itému zvä� šeniu h�bky 

ostrosti. Tieto veli� iny sú závislé od vidite� ného zvä� šenia mikroskopu resp. aj od jeho numerickej apertúry, 

v mikroskopickej praxi však najmä pri pou�ití vä� ších zvä� šení a vä� ších numerických apertúr hrá 

dominantnú úlohu difrak� ne definovaná veli� ina pod� a vz� ahu (18). 
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Vo vz� ahu (18) je treba si všimnú�  výraznú závislos�  h�bky ostrosti od numerickej apertúry objektívu A – 

� ím je vä� šia hodnota numerickej apertúry, tým menšia je h�bka ostrosti naviac, rozsah zaostrenia klesá 

s druhou mocninou apertúry. Znamená to, �e pri ve� kých zvä� šeniach je zaostrená len tenká rovina objektu, 

� ím sa stráca aj priestorový efekt pri pozorovaní.  

Pre reálne podmienky napr. pre zelené svetlo (
  = 550 nm) mo�no zisti� : 

� � �������������������� � ����������D�
� ������ m	�

� � �����
�������������� � ���������D�
� ����
�� m	�

� �� �������������������� � ��������D�
� ������� m	�

Na druhej strane, túto výraznú závislos�  mo�no vyu�i � . Pri spracovaní mikroskopických obrazov sa dnes 

vyu�íva algoritmus, pomocou ktorého mo�no vytvori�  obraz s ve� kou h�bkou ostrosti tak, �e sa zaznamená 

séria obrázkov pre rôzne hladiny zaostrenia, � ím sa získa informácia aj o najmenších detailoch 

v jednotlivých rovinách zaostrenia. Takto, pomocou digitálneho spracovania obrazu, dostaneme 3-D 

rekoštrukciu objektu, samozrejme v prijate� nom rozsahu h�bky objektu. Iným dôle�itým vyu�itím prudkej 

závislosti intenzity svetla v okolí roviny zaostrenia (ktorá vyplýva zo vz� ahu (18)) je princíp konfokálneho 

mikroskopu, kde sa pomocou fotodetektora a vhodnej clony h� adá práve rovina najlepšieho zaostrenia.  

 Trocha odlišne musí by�  definovaná h�bka ostrosti pri snímaní obrazu pomocou CCD matrice. Aby 

sme našli rozsah h�bky ostrosti pre rozlíšenie takéhoto detektora, zvolíme geometrické „rozmazanie“ 

vplyvom kónusnosti svetelného zväzku, ktorý sníma mikroskopický objektív, ve� ké ako rozmer jedného 

prvku matrice - pixelu. Potom z geometrických relácií vyplýva výraz 

 mA
w

z PXL2
=D   (19) 

kde wPXL je šírka pixelu CCD matrice a m je zvä� šenie obrazu mikroskopu. Po dosadení reálnych hodnôt 

rozmerov prvkov CCD matríc (5 – 10 � m), zvä� šení objektívov a im príslušných obvyklých hodnôt 

numerických apertúr, dostaneme nasledujúce rozsahy zaostrenia (pri ve� kosti pixelu CCD 10 � m) 

� � �������������������� �� �������������� � ��������D�
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� o sú hodnoty pribli�ne rovnaké ako pre difrak� nú podmienku (18). 
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1.10 Zorné pole mikroskopu 

�

� Zorné pole mikroskopu mô�me definova�  ako rozmer pozorovanej oblasti v rovine objektu, ktorý je 

naraz vidite� ný pri pozorovaní okulárom. Ve� kos�  zorného po� a je ur� ená hlavne priemerom zorného po� a, 

ktoré je schopný zachyti�  a správne zobrazi�  okulár a zvä� šením príslušného objektívu. Hodnota tohoto 

rozmeru v mm býva priamo uvedená na telese okulára, je to spravidla priemer jeho vstupnej šošovky. 

Obvykle je to priemer 20 mm resp. 22 mm pre dnešné širokouhlé okuláre so zvä� šením 10 x a 10 mm pre 

okuláre so zvä� šením 20 x. Staršie typy okulárov mali spravidla menší priemer, ktorý boli schopné zachyti� . 

Priemer zorného po� a v mm v rovine pozorovaného objektu, pre mikroskopy s objektívmi korigovanými na 

kone� nú vzdialenos� , vypo� ítame pod� a jednoduchého vz� ahu 

 
OBM
y

y
'2

2 =      (20) 

kde 2y` je priemer zorného po� a okulára uvedený na jeho telese a MOB je zvä� šenie objektívu. V prípade, �e 

sa pou�íva objektív korigovaný na nekone� no (infinity corrected) spolu s príslušnou tubusovou šošovkou, 

vz� ah (20) prejde na výraz 
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kde MTL  je zvä� šenie tubusovej šošovky, ktoré sa vypo� íta z jej ohniskovej vzdialenosti tak, ako zvä� šenie 

lupy. 

�

1.11  Osvetlenie objektu v optickej mikroskopii 

 

 Kvalita zobrazenia v optickom systéme mikroskopu závisí v podstatnej miere aj od spôsobu 

osvetlenia pozorovaného objektu. Ve� ké zvä� šenia obrazu v mikroskope spôsobia, �e svetlo sa „rozprestrie“ 

po ploche obrazu a osvetlenie v ka�dom bode klesne s druhou mocninou zvä� šenia obrazu. Preto 

mikroskopické objekty pri pozorovaní  vy�adujú spravidla intenzívne osvetlenie. Pomôcka známa zo 

starších mikroskopov – oto� né zrkadielko smerujúce okolité svetlo cez transparentný pozorovaný objekt, je 

iba nedokonalou náhra�kou osvet� ovacieho systému a nedoká�e dostato� ne sústredi�  svetlo a vytvori�  

vhodný diagram osvet� ujúceho zväzku. Pre dokonalý kontrastný obraz je nutné okrem dostato� nej intenzity 

svetla a farebného spektra vytvori�  aj vhodný diagram nasmerovania osvet� ujúcich lú� ov. Jedným zo 
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základných predpokladov je, realizova�  osvetlenie vo forme ku�e� a svetla, ktorého najvä� ší uhol dosahuje 

numerickú apertúru pou�itého objektívu. 

 

Obr. 1.19 Ku�e�  svetla osvet� ujúci objekt a vyu�ívajúci maximálnu numerickú 
apertúru  objektívu  

     

 

� Tým sa zabezpe� í, aby sa vyu�ila kvalita a rozlišovacia schopnos�  konkrétneho objektívu, ktorý musí 

vytvára�  obraz aj s lú� ami idúcimi pod najvä� šími uhlami. 

 S pomocou mikroskopu mo�no pozorova�  priezra� né i nepriezra� né objekty. Pod� a ú� elu 

a špeciálnych po�iadaviek jednotlivých druhov mikroskopických systémov existuje nieko� ko základných 

spôsobov osvet� ovania v mikroskopii: 

1. osvetlenie prechádzajúcim svetlom 
2. osvetlenie odrazeným svetlom 
3. pozorovanie v priamom svetle (svetlé pole) 
4. pozorovanie v rozptýlenom svetle (tmavé pole 
5. bo� né osvetlenie 
6. šikmé osvetlenie 
7. osvetlenie pre fluorescen� nú mikroskopiu 
8. osvetlenie pre fázový kontrast 
9. osvetlenie pre interferenciu 
10. inverzné osvetlenie 
11. osvetlenie pre stereomikroskopy 

 

Moderné mikroskopy majú obvykle zabudovaný svetelný zdroj, ktorého intenzita sa dá regulova�  

v širokom rozmedzí. Dnes najbe�nejším zdrojom svetla sú wolfrámová a halogénová �iarovka. Spravidla sa 

pou�ívajú nízkovoltové �iarovky s výkonom 20-100 W. 
 asto sa vyu�ívajú špeciálne upravené tzv. 

mikroskopické �iarovky (Obr. 1.20). 

 

Obr. 1.20. Druhy vláknových �iaroviek pou�ívaných v 
mikroskopii 
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 Dnešné halogénové �iarovky, ktoré svietia 2 a� 3 krát intenzívnejšie ako wolfrámové, majú �ivotnos�  

1000 – 2000 hodín. Mikroskopické �iarovky majú obvykle vhodne zvolený tvar svietiaceho vlákna tak, aby 

sa zabezpe� ilo po�adované osvetlenie objektu.  

 Wolfrámové �iarovky majú tzv. farebnú teplotu v rozsahu 2200 K a� 3400 K, pod� a toho aké 

zvolíme napájacie napätie, ktoré však na druhej strane ovplyv� uje �ivotnos�  �iarovky. Farebná teplota je 

farba svetelného spektra, kde je sústredené maximum �iarenia �iarovky pri danej teplote vlákna. Tento 

parameter je ve� mi dôle�itý pri snímaní mikroskopických obrázkov na farebný film alebo digitálny záznam. 

V závislosti od spektrálnej citlivosti filmu – detektora je � asto potrebné upravi�  „farebnú teplotu“ spektra 

pou�itím farebných korek� ných filtrov. Halogénové �iarovky sú v tomto smere o nie� o výhodnejšie, ke� �e 

vä� šinou pracujú s vä� šou pracovnou teplotou, � o napomáha k tomu, �e farebný prenos na film je bli�ší 

reálnej skuto� nosti. S vyu�ívaním CCD kamier a fotoaparátov problém farebnej teploty ustupuje vä� šinou 

do pozadia, preto�e digitalizované fotografické záznamy je mo�né farebne korigova�  pri ich po� íta� ovom 

spracovaní.  

 Niekedy sa ako osvet� ujúce zdroje pou�ívajú výbojky – ortu� ové alebo aj xenónové. Sú to ve� mi 

intenzívne zdroje vhodné najmä pre niektoré špeciálne druhy mikroskopie, predovšetkým pre fluorescen� nú 

mikroskopiu. Ich prednos� ou je aj relatívne malý rozmer oblasti svietiaceho oblúka, ktorý je bli�šie 

k kvázibodovému tvaru a rozmerom výhodným pre optický systém kondenzora. Z h� adiska praktickej 

vyu�ite� nosti, oba typy výbojok vy�adujú špeciálne napájacie a stabiliza� né elektrické zdroje s pomerne 

ve� kými prúdovými za� a�eniami, preto vä� šinou sa s nimi streteneme iba vo fluorescen� ných aplikáciách. 

Doba �ivotnosti výbojky je cca 200 hodín, výkon 50-200 W.  

Okrem toho, �e ve� kú � as�  energie vy�aruje v ultrafialovom pásme (Obr.1.21), sa ortu� ová výbojka dá 

s výhodou pou�íva�  aj ako monochromatický svetelný zdroj. Jej spektrum je výrazne � iarové a pou�itím 

vhodných interferen� ných filtrov mo�no odseparova�  jednotlivé monochromatické farebné � iary. Takéto 

zdroje sú vhodné napr. pre interferen� nú mikroskopiu. Xenónová výbojka má spojitejšie spektrum, 

intenzívnejšie svieti vo vidite� nej oblasti.  

 Okrem týchto klasických svetlených zdrojov za� ínajú dnes prenika�  do oblasti mikroskopie aj 

laserové svetelné zdroje. Týka sa to najmä ich vyu�itia vo výskumných laboratóriách, kde stále vysoká cena 

najmä špeciálnych druhov týchto zariadení, vä� šinou je drohoradým faktorom. Laserové zdroje predstavujú 

ve� mi intenzívny monochromatický koherentný a bodový zdroj. Tieto vlastnosti dovo� ujú špeciálne presné 

„tvarovanie“ osve� ujúceho zväzku, ale aj vyu�itie koherentnosti svetla a jeho polarizovaných vlastností. 

Impulzné laserové zdroje okrem toho poskytujú vo� i klasickým zdrojom mimoriadne vysoké výkony (o 

viacero rádov) a dajú sa preto efektívne vyu�i�  napr. vo viacfotónovej fluorescen� nej mikroskopii, kde 
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mo�no realizova�  aj � asovo rozlíšenú spektroskopiu. Okrem impulzných laserov sa � asto vyu�íva argónový 

laser pre jeho prístupnos�  a relatívne široký rozsah spektrálneho zlo�enia svetla. Vyu�íva sa pribli�ne 10 

spektrálnych � iar – od fialovej farby a� po zelené � iary 488nm a 514 nm. 

 

 

Obr.1.21. Spektrum vy�arovania vysokotlakej ortu� ovej 

výbojky 

 

 

 

 

1.12 Osvet� ujúce kondenzorové systémy a metódy kontrastovania obrazu 

�

V mikroskopii sa spravidla pozorujú predmety, ktoré vlastné svetlo nevy�arujú (s výnimkou 

fuorescen� nej mikroskopie). Aby sa vyu�ili optické vlastnosti objektívu, musí osvet� ujúci zväzok pokia�  

mo�no zaplni� apertúrny uhol objektívu, � o platí rovnako pre prieh� adné ako aj odrá�ajúce objekty. Vhodný 

ku�e�  svetla, alebo ku�e� ový prstenec � i bo� né šikmé osvetlenie, zabezpe� uje optická sústava kondenzora. 

Kondenzor upravuje zväzok svetla od svetelného zdroja tak, aby bol preparát osvetlený s najvä� šou 

intenzitou a sú� asne, aby ku�e�  svetla mal potrebný vrcholový uhol. Príklad pou�ívaných kondenzorov je na 

Obr. 1.22. 

 

 

Obr. 1.22. „Klasický“ a moderný typ kondenzorového optického 
systému 
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Kondenzorový systém je na telese mikroskopu upevnený tak, �e sa dá pohybom v optickej osi 

mikroskopu dosiahnut optimálne osvetlenie preparátu a � asto sa celý systém dá justova�  tak, aby bola jeho 

optická os zosúladená s osou objektívu. Optický systém tie� zahr� uje vstavanú irisovu clonu, slú�iacu na 

reguláciu apertúrneho uhla svetelného ku�e� a. Pre realizáciu metódy pozorovania v tmavom poli, ale aj pri 

fázovo kontrastnom mikroskope, sa do tejto � asti umiest� uje prstnecová clona.  

Zmena numerickej apertúry t.j. vrcholového uhla ku�e� a svetla sa nastavuje irisovou clonou, alebo 

� asto odklopením hornej šošovky, � o je typické najmä pri klasickom Abbeho kondenzore. Nastavovanie 

irisovej clony sa robí skusmo, pod� a obrazu v objektíve mikroskopu, zní�ením apertúry sa napr. � asto zlepší 

kontrast obrazu. Uzatváraním kondenzorovej irisovej clony sa však nemá regulova�  osvetlenie obrazu. 

Na kondenzore sú obvykle uvádzané maximálne apertúry:    1,4 1,2 0,8. 

Pri ve� kých zvä� šeniach je nutné vyu�íva�  maximálnych hodnôt apertúry kondenzora. Pri pou�ití 

imerznej techniky sa odporú� a, okrem zaplnenia imerznou kvapalinou priestoru medzi hornou stranou 

krycieho sklí� ka a frontálnou šošovkou objektívu, aplikova�  imerznú kvapalinu aj zospodu, medzi hornou 

šošovkou kondenzora a spodnou stranou podlo�ného sklí� ka. Takýto postup nielen zlepšuje pomery pre 

zabezpe� enie dostato� ne ve� kého uhla osvet� ujúceho kónusa ale zni�uje potenciálnu mo�nos�  vytvárania 

ne�iadúcich reflexov � i rozptýleného svetla v pozorovanom obraze.  

Najznámejším typom kondenzora bol Abbeho kondenzor (Obr.1.22). Skladá sa z dvoch šošoviek, 

pri� om optický systém umo�� uje dosiahnu�  apertúry A = 1,2 – 1,4 s imerznou kvapalinou. Ohnisková 

vzdialenos�  býva f = 11 mm.  

Moderné kondenzorové systémy sú podstatne zlo�itejšie 

viacšošovkové systémy. Sú vypo� ítané tak, aby sp�� ali po�iadavky 

na achromatické alebo achromaticko-aplanatické korigovanie 

aberácií. Pou�ívajú sa aj pankratické kondenzory, ktoré majú 

plynulú zmenu ohniskovej vzdialenosti a hodnoty numerickej 

apertúry. 

 

 

 

Obr. 1.23  Optický systém pri Koehlerovom spôsobe osvetlenia 
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Pre zabezpe� enia správnej funkcie kondenzora a rovnomerného osvetlenia v rovine pozorovaného preparátu 

musíme pou�i�  vhodný šošovkový systém sústre� ujúci svetlo zdroja. Najviac pou�ívaným osvet� ujúcim 

systémom v mikroskopoch je Koehlerov systém (Obr.1.23). Zdroj svetla – mikroskopická �iarovka sa 

s pomocou šošovky kolektora premieta do roviny irisovej apertúrnej clony kondenzora. Optický systém 

kondenzora premieta apertúrnu clonu do zadnej ohniskovej roviny mikroskopického objektívu. Za 

mikroskopickým objektívom sa svetelný zdroj - vlákno �iarovky zobrazí v rovine clony mikroskopického 

objektívu. Kolektorová clona je umiestnená tak, aby sa jej obraz premietal optikou kondenzora do roviny 

predmetu, � ím sa zabezpe� í rovnomerné osvetlenie po� a v oblasti pozorovaného predmetu. Ak zmeníme 

priemer tejto clony, zmení sa priemer osvetlenej oblasti v rovine predmetu, pritom sa však zachová apertúra 

kondenzora. Tým je umo�nené jednoduché regulovanie osvet� ujúcej apertúry, ale � asto aj potla� enie 

ne�iadúcich reflexov v obraze. Osvet� ujúci systém je naviac univerzálny a mo�no ho vyu�íva�  

s mikroskopmi rôznych apertúr.  

Nepatrne modifikovaný systém sa pou�íva aj na osvetlenie odrá�ajúcich neprieh� adných predmetov 

najmä v metalografických mikroskopoch a mikroskopoch na ú� ely mikroelektroniky.  

 

1.13  Metódy pozorovania v svetlom a v tmavom poli 

�

Ve� ké mno�stvo objektov, ktoré sú predmetom mikroskopického pozorovania sú transparentné alebo 

� iasto� ne transparentné preparáty. Týka sa to najmä mikrobiologickej praxe, ale aj mnohých � alších oblastí 

(kryštalografia, granulometria, profilprojekcia).   

�

�

 

Obr. 1.24  Chod svetelných lú� ov cez transparentný objekt pri metóde 
svetlého po� a 

�

�

�

Základným princípom metódy svetlého po� a je podmienka sústredi�  všetko nerozptýlené 

(nedifragované) svetlo do objektívu (Obr.1.24). Tento spôsob osvetlenia sa dá vyu�i�  aj pre odrá�ajúce 

neprieh� adné objekty. Kontrast obrazu, ktorý je potrebný aby sme rozlíšili jednotlivé plochy, hrany a detaily 
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predmetu, sa v tomto prípade vytvára na základe rôznej amplitúdovej priepustnosti týchto detailov a tie� na 

základe rôznych farebných odtie� ov predmetu. Pozadie obrazu pri pozorovaní je v tomto prípade 

presvietené.Je to najbe�nejší spôsob mikroskopického pozorovania.  

Mikroskopická štruktúra mnohých predmetov, � i u� biologických alebo aj metalografických, 

vy�aduje sledovanie najjemnejších detailov. Pri metóde svetlého po� a mno�stvo svetla, ktoré vniká do oka, 

pôsobí rušivo a najmenšie štruktúry sú zle vidie� . Vtedy je výhodnejšie pou�i�  pozorovanie v tmavom poli, 

pri ktorom sa vyu�ívajú lú� e difúzne odrazené od objektu. Podstata pozorovania v tmavom poli spo� íva 

v tom, �e predmet osvetlujeme šikmými lú� ami tak, aby priamo prechádzajúce alebo zrkadlovo odrazené 

lú� e nevnikali priamo do objektívu. Ak dopadnú šikmé lú� e na nejakú drobnú štruktúru objektu, lomia sa 

a rozpty� ujú a ich � as�  sa takto dostáva do zorného po� a objektívu. Jemná štruktúra predmetu��jeho hrany, 

�

�
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� � � � � � Obr. 1.25  Chod svetelných lú� ov pri metóde tmavého po� a 
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bodové detaily a nehomogenity potom intenzívne �iaria na tmavom poli. Platí pritom, � ím jemnejšia 

štruktúra, tým intenzívnejší rozptyl svetla a dobrá vidite� nos�  na tmavom pozadí. Ak objekt chýba, lú� e 

ktoré idú z osvet� ujúceho systému sa do objektívu nedostanú a zorné pole sa javí celé tmavé.  

Pre osvetlenie objektov v metóde tmavého po� a je potrebné pou�i�  kondenzor, ktorého numerická 

apertúra je rovná alebo vä� šia ako numerická apertúra pou�itého mikroskopického objektívu ( AK �  AOBJ). 

Pozorovanie metódou tmavého po� a sa uskuto�� uje pri jednostrannom alebo kruhovom osvetlení. Na  

Obr.1.25 je ukázaná schéma kondenzora tmavého po� a. V kondenzore sa pou�íva prstencová clona s takým 

priemerom, �e stredný kruh clony prekrýva svetelný tok zodpovedajúci apertúre objektívu mikroskopu. 

Priame nerozptýlené (nedifragované) lú� e musia dopadnú�  do objektívu. Pri realizácii tejto metódy najmä 

v starších mikroskopických prístrojoch sa � asto vyu�ívali špeciálne tzv. kardioidné (alebo paraboloidné) 

kondenzory, ktoré boli schopné s vyu�itím špeciálne vybrúsenej optiky vytvori�  prstencový ku�e�  svetla 

s potrebným uhlom lú� ov. Správna funkcia osvet� ujúceho systému sa zabezpe� í dokonalým vycentrovaním 

a zaostrením kondenzoru na rovinu predmetu.  
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Obe metódy osvetlenia objektu sa vyu�ívajú aj pri mikroskopickom pozorovaní objektov 

v odrazenom svetle.  Metóda svetlého po� a sa realizuje pomocou tzv. episkopických objektívov, � o sú 

objektívy pre pozorovanie v odrazenom svetle. Zorné pole v rovine predmetu sa osvet� uje svetlom, ktoré 

prechádza episkopickým objektívom po odraze polopriepustným zrkadlom v tubuse a osvet� uje objekt. Tým 

istým objektívom sa potom cez polopriepustné zrkadlo objekt mikroskopicky pozoruje.  

Realizácia tmavého po� a na odrá�ajúcich predmetoch je komplikovanejšia a vy�aduje špeciálne 

objektívy, ktoré majú okolo zobrazujúcej optiky upevnený sklenený prstenec.  

Tento optický prvok slú�i na usmernenie svetla pomocou vnútorného totálneho odrazu prstencového 

zväzku dopadajúceho zhora do oblasti predmetu. Prstencový zväzok je vytvorený clonou-medzikru�ím na 

svetelnom zdroji a odrazený v tubuse špeciálnym eliptickým-prstencovým zrkadlom. Osvet� ujúce lú� e 

dopadajú na predmet pod uhlom vä� ším ako je maximálny uhol numerickej apertúry objektívu, preto lú� e 

zrkadlovo odrazené od plochy objektu sa do objektívu nedostanú, vidíme tak iba rozptýlené svetlo. Takéto 

špeciálne objektívy spolu s vhodným osvetlova� om sa � asto vyu�ívajú v metalografických mikroskopoch. 

 

1.14  Metóda fázového kontrastu 

�

� V optickej mikroskopii, najmä sa to týka biologických aplikácií pri pozorovaní objektov na prechod 

svetla, sa z optického h� adiska vyskytujú dva rôzne druhy objektov. Prvým z nich sú amplitúdové objekty, 

v ktorých sa prechádzajúce svetlo v rôznych � astiach rôzne pohlcuje, prípadne prechádza oblas� ami 

s rôznymi farbami. Takéto objekty spravidla vytvoria v mikroskope dostato� ne kontrastný obraz dovo� ujúci 

rozlišova�  aj najjemnejšie detaily predmetu. Tento princíp diferencovanej amplitúdovej priepustnosti sa 

� asto vyu�íva aj pri príprave niektorých preparátov, ktoré sa nasycujú roztokom s farbivom, aby sa � asti 

objektu navzájom líšili priepustnos� ou svetla.  

Existuje však ve� ká trieda objektov, ktoré sú takmer úplne transparentné na celej ploche pri� om ich farbenie 

nie je vhodné alebo vôbec mo�né. Obvyklým príkladom takýchto mikroskopických objektov je vä� šina 

baktérií, ktoré sú vä� šinou prieh� adné a ich obraz v mikroskope je ve� mi nekontrastný. Takéto predmety sa 

v optike nazývajú fázovými objektami. Sú to teda prieh� adné objekty s oblas� ami, kde sa mení index lomu 

materiálu ich jednotlivých � astí, alebo aj ich hrúbka. Na zlepšenie mo�ností pozorovania takýchto objektov 

navrhol F. Zernike metódu fázového kontrastu. Mikroskop vyu�ívajúci tento princíp je na Obr. 1.26. 

Kondenzor tohoto mikroskopu má na svojom vstupe prstencovú clonu, ktorá vytvára cylindrický svetelný 

zväzok. Tento sa po prechode optickým systémom transformuje na ku�e� ovitý zväzok a osvet� uje tak 
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transparentný objekt. Ke� �e jednotlivé � asti fázového objektu sa odlišujú indexom lomu, � as�  svetla ktoré 

prešlo objektom bude difragova� , rozptýli sa. Optický systém je zjustovaný tak, �e svetlo ktoré sa na vzorke 

nerozptýlilo, bude za objektívom mikroskopu prechádza�  cez tzv. fázovú platni� ku. Fázová platni� ka je 

kruhová transparentná platni� ka so zabudovaným transparentným prstencom, ktorého materiál má však 

odlišný index lomu. Hrúbka a rozdiel indexov lomu prstenca a okolitej platni� ky sú nastavené tak, aby 

svetlo po ich prechode nadobudlo vzájomný fázový rozdiel 
 /2. V kone� nom dôsledku, svetlo prechádzajúce 

cez prstenec (nedifragované) a svetlo difragované sa vzájomne prekryjú v rovine skuto� ného obrazu a budú 

interferova� . Táto vzájomná interferencia rozptýlenej a nerozptýlenej � asti svetla vytvorí amplitúdový 

kontrast, ktorý je priamo úmerný fázovým zdvihom zaprí� i� ovaným zmenami indexu lomu � astí 

transparentného preparátu.    

�

�

�

�

 

Obr. 1.26.  Chod svetelných lú� ov vo fázovokontrastnom 
mikroskope 
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Obr.1.27. Ukazuje zlepšenie celkového kontrastu obrazu touto 

metódou pri pozorovaní škrobových z�n, ktoré sú transparentné. 
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2. Digitálne spracovanie obrazu 

 

2.1  Vlastnosti obrazu 

2.1.1 Digitálny obraz 

Obraz je dvojrozmerná plocha, zvä� ša rovina, ktorej ka�dému bodu prira� ujeme nejakú farbu. Nás 

preva�ne zaujímajú také farebné plochy, na ktorých doká�eme rozozna�  nejaké konkrétne tvary, ich hranice, 

zafarbenie, prípadne vzájomné vz� ahy medzi jednotlivými objektmi na obraze.  

Z h� adiska práce s obrazom rozlišujeme analógový a digitálny obraz. Prvý spomenutý je napríklad 

obraz nama� ovaný maliarom alebo odfotený fotoaparátom. Predstavujeme si ho ako spojitú plochu so 

spojitými prechodmi farieb. Nie je to úplne pravda, najmä v prípade fotografie, ale pre jednoduchos�  

mô�eme takto uva�ova� .  

Naproti tomu digitálny obraz predstavuje reprezentáciu skuto� ného obrazu v po� íta� i. Po� íta�  je 

stroj, ktorý pracuje s � íslami v dvojkovej sústave. Preto všetko, � o pomocou po� íta� a tvoríme, upravujeme, 

archivujeme, analyzujeme at� . musí ma�  formu súboru � ísel, „núl“ a „jednotiek“. Najjednoduchšia 

reprezentácia obrazu v po� íta� i je pravouhlá tabu� ka � ísel. Jednotlivé body sú najmenšie � asti digitálneho 

obrazu, tzv. obrazové elementy1 a � ísla sú kódy farieb. Ak sú bunky takejto tabu� ky dostato� ne malé, u� ich 

jednotlivo nevnímame a spolo� ne tvoria konkrétnu štruktúru – obraz. Pripomína to impresionistický obraz 

v galérii. Ke�  sa pozeráme zblízka, vidíme stopy po štetci. Ke�  však ustúpime, vynorí sa z tejto 

nezmyselnej mozaiky farebných machú�  nádherný obraz. 

2.1.2 Vznik digitálneho obrazu – digitalizácia 

Na to, aby sme mohli s obrázkom pracova�  v po� íta� i, musíme ho transformova�  do tvaru, ktorému 

po� íta�  rozumie. Ke� �e po� íta�  pracuje s � íslami, treba obrázok premeni�  na sústavu � ísel. Taký proces sa 

nazýva digitalizácia. Pozostáva z dvoch krokov: 

- Vzorkovanie – rozdelenie obrázku na malé � asti – obrazové elementy 

- Kvantifikácia farby – ur� enie farby ka�dého obrazového elementu  

Tieto procesy prebiehajú napríklad v digitálnom fotoaparáte, skeneri, � i inom zariadení pri snímaní 

obrázkov. Vzorkovanie je prirodzené, preto�e svetlocitlivá elektronická sú� iastka (� ip), pozostáva 

z mno�stva fotodetektorov, ktoré doká�u premie� a�  dopadajúce svetlo na elektrické impulzy. Fotodetektory 

�����������������������������������������������������������
1V slangu po� íta� ovej grafiky sa obrazový bod ozna� uje výrazom pixel. Je to anglická skratka slovného spojenia „picture 

element“ (element obrazu). 
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sú vä� šinou umiestnené v pravouhlej sieti a v kone� nom dôsledku predstavujú obrazové elementy (pixely) 

výsledného digitalizovaného obrazu. 

Kvantifikácia farby je o nie� o zlo�itejšia. Uká�eme si prípad � iernobieleho obrázku. Na daný bod 

dopadne ur� ité mno�stvo svetla a úmerne tomu sa tu vytvorí ur� ité mno�stvo elektrického náboja, ktorý 

potom doká�u obslu�né obvody � ipu vy� íta� . Mno�stvo náboja je úmerné intenzite svetla v danom bode 

po� as expozície. Svetelná energia sa odmeria a v pamäti fotoaparátu sa ulo�í ako nejaká � íselná hodnota, 

tým máme prakticky ur� ený odtie�  ka�dého bodu a obrázok je digitalizovaný. Na získanie farebného 

záznamu je potrebné v ka�dom mieste zaznamena�  „mno�stvo“ ka�dej zo základných farieb (� ervená, 

zelená, modrá) a zapamäta�  si všetky tri � ísla. Ako sa to robí, o tom si viac povieme v kapitole o digitálnych 

kamerách (pozri 2.2). 

Vzorkovací interval, vzorkovacia frekvencia 

Vzorkovací interval vd  je vzdialenos�  dvoch susedných obrazových bodov vo zvislom alebo 

vertikálnom smere. Táto hodnota je zvy� ajne v jednom aj druhom smere rovnaká, i ke�  to nemusí by�  v�dy 

tak. Prevrátená hodnota vzorkovacieho intervalu sa nazýva vzorkovacia frekvencia  

vv df 1=  

V digitálnom obraze sa potom stáva najvä� šou priestorovou frekvenciou. V niektorých prípadoch je 

lepšie hovori�  o frekvenciách namiesto rozmerov. Obraz mô�e by�  chápaný ako matematická funkcia na 

dvojrozmernej ploche. Digitálny obraz je navyše diskrétnou (nespojitou) funkciu a preto ju mo�no napísa�  

ako nekone� ný sú� et sínusov a kosínusov s rôznymi amplitúdami a frekvenciami. Práve tieto frekvencie 

nesú prívlastok priestorové, preto�e sa priamo týkajú priestorových veli� ín v oblasti obrázku. Nebudeme sa 

tu o tomto matematickom jave, ktorý sa nazýva Fourierov rad, � i Fourierova transformácia, viac rozširova� . 

Nie� o si ešte povieme v � asti venovanej Fourierovým filtrom (2.3.2). Momentálne je dôle�ité vedie� , �e 

malé detaily v obrázku zodpovedajú ve� kým frekvenciám, a naopak, ve� ké detaily malým priestorovým 

frekvenciám. Najvä� šia priestorová frekvencia v snímanom obrázku predstavuje najmenšie detaily 

informácie, ktorú obrázok nesie. Ak sa teda zaujímame o detaily rozmerov min� x , zodpovedá im priestorová 

frekvencia maxf , musíme sa pri vo� be vzorkovacieho intervalu riadi�  Shannonovou vzorkovacou vetou: 

V prípade vzorkovania frekven� ne ohrani� eného signálu, bude signál plne ur� ený, ak bude 

vzorkovacia frekvencia minimálne dvakrát vä� šia, ako maximálna frekvencia v signáli: max2 ffv ³ .  

Frekvencia rovná max2 f sa nazýva Nyquistova frekvencia. Tomuto kritériu sa dá rozumie�  aj tak, �e ak 

chceme ma�  na digitálnom obrázku zobrazený nejaký malý objekt, resp. ak ho chceme odlíši�  od iných 

podobných objektov, musí sa vtesna�  v jednom rozmere aspo�  do dvoch obrazových bodov (v oboch 
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smeroch sú to minimálne 4 body na najmenší rozlíšite� ný detail). O tom, ako súvisí vzorkovací interval 

(ve� kos�  elementu snímacieho prvku kamery) s rozlišovacou schopnos� ou sústavy mikroskop-kamera 

píšeme v � asti 2.2.4. 

Vzorkovaním pod Nyquistovým limitom vzniká vzorkovacia chyba, ktorá sa v re� i po� íta� ovej 

grafiky nazýva alias.  

Vzorkovacia chyba – alias 

V obrázku, ktorý sa rekonštruuje z digitalizovaného záznamu nasnímanom pri nesplnenom 

Nyquistovom limite objavujú nízkofrekven� né obrazce (t.j. javy vä� ších rozmerov), ktoré v pôvodnom 

obrázku neboli. Dochádza k interferencii frekvencie v pôvodnom obrázku so vzorkovacou frekvenciou 

digitaliza� ného zariadenia. Tento jav je v optike známy ako tzv. moiré efekt a vyu�íva sa na meranie 

deformácii povrchov a zmien optických vlastností prostredí. V digitálnej grafike však spôsobuje problémy a 

� a�ko sa odstra� uje. S aliasom sa mô�eme stretnú�  pri sledovaní  televízie, ak sa kolesá idúceho auta to� ia 

proti smeru jazdy. V tomto prípade ide o � asový alias.  

Tento ne�iadúci jav mo�no potla� i�  u� pri snímaní obrázku. Proces potlá� ania aliasu sa nazýva 

antialiasing. Jednou z mo�ností, ako to urobi�  je odstráni�  z pôvodného obrázku vyššie frekvencie tak, aby 

sme sa so vzorkovacou frekvenciou dostali nad tzv. Nyquistov limit. Táto metóda však v prípade praktického 

snímania obrazu vytvoreného optikou mikroskopu nie je mo�ná. Mô�eme sa teda pokúsi�  zvä� ši�  

vzorkovaciu frekvenciu, prípadne pou�i�  pri snímaní viacbodové vzorkovanie. Znamená to, �e susedné body 

sa nejakým spôsobom spoja do výsledného obrazového bodu na základe nejakého matematického vz� ahu. 

Prakticky tým prídeme o rozlíšenie, ale vhodne zvolenou metódou vá�eného priemerovania jednotlivých 

� astí výsledného obrazového bodu mo�no alias výrazne potla� i� . 

2.1.3 Farebné priestory 

Druhým stup� om digitalizácie je ur� enie (kvantifikácia) farby. Na ka�dý svetlocitlivý bod 

snímacieho zariadenia dopadá svetlo, ktoré má za následok odozvu v elektronických obvodoch sníma� a. 

Farebný odtie�  obrazového bodu je akýmsi  priemerom celkového svetla, ktoré dopadá na plochu jedného 

bodu sníma� a. Tu je mo�no pomenovanie „bod“ zna� ne nepresné, ale vyjadrujeme tým prakticky celú 

plôšku, ktorú sníma�  zaberá a z ktorej zberá svetlo, a ke� �e menšia štruktúra sa v nasnímanom obraze u� 

nevyskytuje, nazveme ho obrazový bod, alebo pixel. Vä� šinou sú sníma� e organizované tak, �e ka�dý „bod“ 

pozostáva zo štyroch sníma� ov – jeden pre modrú, jeden pre � ervenú a dva pre zelenú farbu. Prakticky je 

nad po� om sníma� ov umiestnený Bayerov filter, ktorý má takúto geometriu. Z takéhoto zariadenia získame 

trojzlo�kovú farebnú informáciu: mno�stvo � ervenej, zelenej a modrej farby v danom bode. Takýto farebný 

model sa nazýva RGB (Red – � errvená, Green – zelená, Blue – modrá). Existujú aj iné farebné modely, 
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ktoré sa vyu�ívajú v rôznych prípadoch. Napríklad, inak sa pracuje s farbami pri snímaní obrázkov, inak pri 

ich spracovávaní, inak pri zobrazovaní na monitore po� íta� a, inak pri prenose televíznym signálom a odlišná 

je aj situácia, ak obrázok tla� íme na farebnej tla� iarni. Rozdiel je narpíklad aj v tom, ako pracuje s farbami 

po� íta�  a ako ich subjektívne vnímame � udskými zmyslami. Kôli tomu vzniklo nieko� ko reprezentácií farieb 

a tie najpou�ívanejšie si teraz stru� ne opíšeme. 

 

RGB 

Tento model je zalo�ený na zmiešavaní farieb. Ak sú prítomné všetky zlo�ky (� ervená, zelená, 

modrá) v maximálnej mo�nej miere, dostávame bielu farbu, ak nie je prítomná �iadna zo zlo�iek, máme 

� iernu farbu. Farba je tu ur� ená trojicou � ísel, ktoré mô�u by�  rôzne definované, napríklad sú z intervalu  

<0, 1>. 
 asto sa tento interval posúva na hodnoty <0, 255>, pri� om sa vyu�ívajú len celé � ísla. Takto je 

farba kódovaná aj v 24 bitovom bitmapovom súbore. Ka�dá farebná zlo�ka mô�e potom nadobúda�  a�  

256 = 28 hodôt, � o vy�aduje 8 bitov pamäte (pozri 

Bitová h�bka). Pre všetky tri farby je to 24 bitov. Celkovo mo�no takto zaznamena�  a� 

21677716256256256 =´´  rôznych farieb. Takéto farebné rozlíšenie je známe pod názvom true color. Je 

to � aleko viac, ako je schopné rozlíši�  � udské oko. Existujú zariadenia, ktoré mô�u sníma�  farby aj vo 

vä� šom rozlíšení ( 312´  alebo 316´  bitov). Pre be�nú fotografiu to nie je vôbec potrebné, ale pri fotení 

v extrémnych podmienkach, alebo na vedecké ú� ely je � asto 8 bitov málo. 

Farba je teda zadaná trojicou � ísel, napríklad (125, 54, 0). Ak sú všetky � ísla v trojici rovnaké, ide o 

odtie�  sivej. (0, 0, 0) je � ierna, (255, 255, 255) – biela, (255, 0, 0) – � ervená, at� . I ke�  je tento model ve� mi 

logický z h� adiska snímania farieb, podobne toti� pracuje aj � udské oko, je ve� mi zlo�ité intuitívne sa 

orientova�  v trojiciach � ísel. preto pre grafikov nie je tento model príliš vhodný. Rovnako sa nehodí ani pre 

farebné tla� iarne. 

CMYK 

Tento model vychádza z praktickej skúsenosti miešania maliarskych farieb. Je to doplnkový systém 

k predchádzajúcemu modelu. Jeho základné zlo�ky sú: Cyan – azúrová (tyrkysová), Magenta – purpurová a 

Yelow – �ltá. Ak z bieleho svetla odoberieme � ervenú, dostaneme azúrovú, ak zelenú, zostane purpurová a 

ak odoberieme modrú, získame �ltú. Štvrté písmeno „K“ vzniklo z potreby zaradi�  v tla� iar� ach okrem troch 

farebných náplní ešte aj � iernu. Ten, kto prišiel do styku s farebnou tla� iar� ou vie, �e zmiešaním všetkých 

troch farieb nedostaneme � iernu. 
 ierna (blacK ) nápl�  sa pou�íva na tla� enie � iernych bodov a na 

dosiahnutie lepšej sýtosti ostatných farieb.  
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Tento farebný model nazývame subtraktívny a je zalo�ený na odoberaní farieb. Ak sú všetky zlo�ky 

prítomné, máme � iernu, ak nie je ani jedna, dostávame bielu (farba papiera). Zmiešaním dvoch základných 

farieb modelu CMY dostaneme niektorú zo základných farieb modelu RGB. 

HSV a HLS 

V týchto farebných priestoroch sa farby miešajú úplne iná� , ako v predchádzajúcich dvoch. 

Vychádzajú zo subjektívneho vnímania farieb, pri� om základom je fyzikálne farebné spektrum 

jednoduchých farieb, ktoré mo�no nájs�  napríklad v dúhe. Prvý parameter – Hue (farebný odtie� ) ur� uje 

práve túto jednoduchú farbu v spektre. Druhý – Saturation (sýtos�  farby) predstavuje šírku spektrálnej � iary, 

alebo inak povedané, ide o primiešanie okolitých farieb a tretí parameter – Value (hodnota jasu) je nie� o ako 

intenzita svetla. Model HLS je podobný, mierne vylepšený model a pracuje tie� s odtie� om (Hue), 

svetelnos� ou (L ightness) a sýtos� ou (Saturation). 

Pri práci s týmto farebným kódovaním mô�e grafik lepšie h� ada�  potrebný farebný odtie�  bez toho, aby 

napriklad zmenil intenzitu farby, sýtos�  farby.  

 

Odtiene šedej – grayscale 

Bezfarebný obrázok je známy pod názvom „� iernobiely“. Táto terminológia je trochu zavádzajúca, 

vhodnejší je v tomto prípade anglický výraz „grayscale“, � o znamená nie� o ako odtiene sivej. Naj� astejšie 

sa pou�íva 256 úrov� ové, � i�e 8 bitové kódovanie odtie� ov. � udsé oko vníma odtiene sivej receptormi, 

                                                         

Obr.2.1: Porovnanie RGB a CMYK modelu. 

0 255

Obr.2.2: Odtiene šedej 
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ktoré sa nazývajú ty� inky. Doká�e rozlíši�  maximálne 50 odtie� ov. Opä�  však musíme pripomenú� , �e pre 

potreby � alšieho spracovania a vedeckého vyu�itia � iernobieleho obrázku mô�e by�  málo aj 8 bitov. 

Farebný obrázok mo�no na � iernobiely premeni�  tak, �e v ka�dom bode zobrazíme iba jeho celkovú 

intenzitu. Intenzita RGB obrázku sa vypo� íta pou�itím nasledujúceho empirického vz� ahu: 

BGRI 114,0587,0299,0 ++=  

Tento vz� ah zoh� ad� uje experimentálne výsledky so subjektívnou percepciou intenzity svetla � udským 

okom. 

 

Bitová h�bka 

Vyjadruje mno�stvo farieb na jeden obrazový bod v bitoch. Pre� o v bitoch? Je to dôsledok 

architektúry pamä� ových buniek po� íta� a. Najmenší element pamäte po� íta� a je tzv. bit. Jeden bit mô�e 

nadobudnú�  iba dve hodnoty: 0 alebo 1. Je to tak preto, lebo takéto dvojstavové systémy sa prakticky 

najjednoduhšie realizujú. Mô�e to by�  napríklad � as�  magnetického materiálu (povrch pevného disku), ktorá 

mô�e by�  zmagnetizovaná jedným, alebo iným smerom, � i bunka polovodi� ovej štruktúry (pamä�  RAM), 

v ktorej je elektrický náboj, alebo nie je. Dva stavy sa dajú jednozna� ne odlíši�  ove� a jednoduhšie, ako viac 

stavov. 

Bity pamäte sú organizované do osmíc, tzv. bajtov. Do ôsmych bitov mo�no zapísa�  maximálne 

28 = 256 rôznych stavov. Ak mô�eme v obrázku zaznamena�  256 rôznych úrovní farieb, hohoríme o 8 

bitovej farebnej h�bke. Štandardný RGB, � i CMYK obrázok má v rozlíšení „True Color“ bitovú h�bku 24 

bitov. Organizácia pamäte je zárove�  prí� inou toho, pre� o sa v prípade mno�stva farieb, ale aj iných 

parametrov obrázku, vyskytujú dos�  zvláštne � ísla, ako 128, 256, 512, at� . Mohli by sme zaznamena�  aj 100 

úrovní farieb, ale zaberieme rovnaké mno�stvo pamäti, ako keby sme zaznamenávali 256 farieb, nako� ko 

sme u� „na� ali“ 1 bajt. 

 

Rozšírený názov Po� et farieb Bitová h�bka 

Black and white 2 1 

Grayscale 256 8 

High color 65 536 16 

True color 16 777 216 24 

 

Tabu� ka 2.1: Rozšírené názvy najbe�nejších farebných paliet a príslušné bitové h�bky. 
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2.1.4 Základné úpravy obrázkov 

Gama krivka 

Gama korekcia sa pou�íva na elimináciu nelinearít zobrazovacích zariadení. Napríklad „klasický“ 

CRT monitor zobrazuje body s vyššou intenzitou svetlejšie, ako v skuto� nosti sú. Obrázok pred odoslaním 

na takéto zariadenie treba upravi� . Prakticky sa zistí hodnota intenzity obrazového bodu (prípadne úrove�  

ka�dej farebnej zlo�ky) a upraví sa pod� a matematickej funkcie ulo�enej v pamäti. Matematicky mô�eme 

gama korekciu zapísa�  ako 
�II 0=  

kde I0 je pôvodná hodnota (intenzity alebo farby) a �  je parameter korekcie, napríklad pre spomínané CRT 

monitory má hodnotu 2,5 (Obr.2.3). 

Jas a kontrast 

Zmenou jasu meníme rovnomerne celkovú intenzitu ka�dého bodu obrazu, zatia�  � o pri zmene 

kontrastu zvä� šujeme, � i zmier� ujeme intenzitné rozdiely medzi rôzne svetlými bodmi. Graficky sú tieto 

dve operácie znázornené na obrázku (Obr.2.) Na vä� šine zariadení a softvéroch sa tieto dve operácie 

realizujú prostredníctvom posúva� ov, ktoré spôsobujú zmenu sklonu alebo vertikálnej polohy príslušnej 

krivky. Matematické vyjadrenie zmeny jasu je nasledujúce: 

�� qII += 0 �

a zmenu kontrastu mo�no vyjadri�  ako: 

0kII =  

kde k a q sú parametre jednotlivých úprav.�

0 255
0

255

�  = 1/2,5

CRT �  = 2,5

 

Obr.2.3: Uká�ky gama kriviek. 
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Histogram 

Ak sa prejdeme bod po bode po obrázku a budeme si kresli�  � iarky ku ka�dej � íselnej hodnote nejakej 

farebnej zlo�ky, získame histogram. Napríklad zistíme, �e úrove�  � ervenej s hodnotou 42 je v obrázku 

obsiahnutá 30 krát, úrove�  43 je tam 37 krát at� . Mô�eme zostavi�  aj intenzitný histogram. Celkový poh� ad 

na histogram nám umo�� uje odhali�  mno�stvo vecí, ktoré si na prvý poh� ad okom nemô�eme všimnú� . 

Zistíme, � i je obrázok podexponovaný, preexponovaný, � i dostato� ne vyu�ívame celý dynamický rozsah 

snímacieho zariadenia a iné. Táto vedomos�  sa nám mô�e hodi�  napríklad pri nastavovaní parametrov  

snímania. Ak obrázok nenasnímame dostato� ne kvalitne, mô�eme prís�  o dôle�ité detaily, � i u� ukryté v 

priestorových štruktúrach, alebo v zmenách intenzity. Pri � alšej analýze to zrejme o� utujeme a pozorované 

vzorky u� nemusia by�  k dispozícii. Preto je nevyhnutné osvoji�  si všetky techniky, ktoré nám umo�nia 

skvalitni�  proces snímania a takouto pomôckou je aj histogram. Nie je to jeho jediná funkcia. Kedyko� vek 

nám toti� ponúka celkový poh� ad na zastúpenie jednotlivých farebných zlo�iek a � o viac, mô�eme na 

histograme vykonáva�  niektoré operácie. 

 

Obr.2.4: Grafické znázornenie zmeny kontrastu a zmeny jasu. Ako 

prvý je uvedený pôvodný obrázok. Pod ním je obrázok so zvýšeným 

kontrastom a dole je príklad zvýšeného jasu. 
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To, � i vyu�ívame celý dynamický rozsah snímacieho zariadenia mo�no odhali�  najjednohšou analýzou 

histogramu nájdením tzv. bieleho a � ierneho bodu. Sú to hranice, medzi ktorými je graf histogramu 

nenulový a mimo nich nulový. Ak je dynamický rozsah kamery 8 bitov, je optimálne, ak je � ierny bod 0 a 

biely 255. 

Na základe rýchleho poh� adu na 

histogram sa dá jednoducho obrázok 

zaradi�  do jednej zo 4 kategórií: jasný 

obraz, tmavý obraz, stredotónový obraz a 

obraz s vysokým kontrastom. Táto 

klasifikácia vychádza z rozdelenia 

histogramu na tri zóny: obla�  tie� ov 

(shades), oblas�  stredných tónov (mid-

tones) a oblas�  svetiel (lights). Na obrázku 

(Obr.2.5) je histogram prvej fotografie z obrázku (Obr.2.4). Pod� a histogramu mô�eme usúdi� , �e ide o 

mdlý, málo kontrastný, � i�e tzv. stredotónový obraz a to aj bez toho, �e by sme sa na originálnu fotografiu 

pozreli. Je to zrejmé z toho, �e najviac obrazových bodov má intenzitu v stredných tónoch a krajné polohy, 

teda tiene a svetlá vôbec nie sú zastúpené. 
 ierny bod má hodnotu 23 a biely 227. 

Ako sa na histograme prejaví zmena jasu a kontrastu znázor� uje Obr.2.6. Sú tu opä�  histogramy 

fotografií (Obr.2.4), prvý je histogram fotografie s upraveným kontrastom a druhý patrí fotografii s vyšším 

jasom. Kontrast spôsobí roztiahnutie histogramu, � o má za následok vznik dier. Chýbajúce hodnoty sa 

dopo� ítavajú tzv. ekvaliza� ným algoritmom. Zmena jasu sa zasa premietne v zmenenej polohe histogramu 

na vodorovnej osi – pri zvýšení jasu sa histogram posunie doprava, pri zní�ení do� ava. 

Všeobecnejšie modifikácie gama krivky vedú v kone� nom dôsledku taktie� k deformácii histogramu. 

Najbe�nejšou operáciou je tzv. s-krivka. Pomocou nej mo�no jemnejšie korigova�  jas a kontrast. Niektoré 

Vyšší kontrast Vyšší jas

Obr.2.6: Vplyv základných úprav obrázku na tvar a polohu histogramu. 

tiene stredné tóny svetlá

� ierny bod biely bod

 

Obr.2.5: Príklad histogramu obrázku s nízkym kontrastom. 
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komer� né grafické programy umo�� ujú bu�  parametrické zadávanie, prípadne vo� né kreslenie 

transforma� nej krivky. 

2.1.5 Rozmery obrázku 

V prípade digitálneho obrázku mô�eme pojem  rozmer definova�  nieko� kými spôsobmi. Závisí od 

toho, � i chceme pozna�  skuto� ný rozmer alebo rozmer vyjadrený v po� te obrazových elementov. Skuto� ný 

rozmer je rozmer obrázku v cm (palcoch – in, mm), � i iných reálnych mierach na monitore alebo po 

vytla� ení, resp. vyvolaní fotografie na papieri. Be�né rozmery fotografií sú 9 cm x 13 cm, 10 cm x 15 cm 

alebo 13 cm x 18 cm. 

Niekedy je vhodnejšie vyjadrova�  rozmer obrázku v po� toch obrazových elementov v jednotlivých 

smeroch. Napr. 640x480, 800x600, 1024x768. Je to výhodné najmä v prípadoch, ak obrázok zobrazujeme na 

rôznych zariadeniach s iným po� tom zobrazovacích elementov s rôznou ve� kos� ou.  

Vz� ah medzi reálnym rozmerom obrázku a po� tom bodov ukrýva pojem rozlíšenie. Tento parameter 

sa udáva v jednotkách DPI (Dots Per Inch – bodky na palec). Ak poznáme skuto� ný rozmer obrázku v cm a 

celkový po� et bodov, mô�eme rozlíšenie vypo� íta�  pomocou jednoduchého vz� ahu: 

bodovpocet
cmrozmerskutocny

DPIrozlíšenie
)(

54,2)( = �

Rozlíšenie vo vodorovnom a zvisom smere sa mô�e líši� . Stáva sa to najmä vtedy, ak robíme s 

obrázkom neproporcionálnu úpravu, to znamená v jednom smere ho natiahneme alebo skrátime inak ako v 

smere druhom. Obrazové elementy majú potom tvar obd��nika pretiahnutého v smere menšieho rozlíšenia. 

Rozlíšenia pou�ívané v praxi sú zhrnuté v nasledujúcej tabu� ke:�

Rozlíšenie v DPI Obrázky Text a schémy 

75 Menej kvalitná fotografia � a�ko � itate� ný text 

150 Fotografie v novinách Nekvalitný text 

200 Rozlíšenie klasických fotografií Menej kvalitný text 

300 Kvalitné fotografie v � asopisoch Novinový text 

600 Vysokokvalitné Fotografie Kvalitný kni�ný text 

1 200 – Vysokokvalitný text 

Tabu� ka 2.2: Rozlíšenia pou�ívané v praxi. 

Ukazuje sa, �e oko toleruje menšie rozlíšenie v prípade � lenitých obrázkov, preto�e texty a schémy 

pozostávajú z rovných, ohrani� ených línií s ostrým farebným, zvä� ša � iernobielym prechodom, kde sa 
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akéko� vek nerovnosti prejavia na spojitosti hrany. Text si preto vy�aduje minimálne dvojnásobné rozlíšenie 

ako obrázok. 

Vyššie rozlíšenie sa dosahuje tzv. interpoláciou a zvykne sa aj nazýva�  interpolovaným rozlíšením. 

Pou�ívajú sa pri tom vyhladzovacie algoritmy, ktoré hranu zbavia nerovností a takto vyrátanú informáciu 

ulo�ia do súboru s obrázkom. Nejde však o skuto� né rozlíšenie! Na to treba dáva�  pozor. Tento 

mechanizmus slú�i hlavne na zlepšenie vzh� adu fotografií. V digitálnej mikroskopii však interpolované 

rozlíšenie neprináša �iadnu novú informáciu, spôsobí akurát zvä� šenie objemu súboru s obrázkom 

ulo�eného v pamäti po� íta� a.  

Zmena rozmerov a rozlíšenia 

Zmena rozmerov obrázku je jednou zo základných operácií, ktoré zvládajú nie len grafické 

špecializované programy, ale aj lepšie prehliada� e fotografií (Irfanview, Picassa2). Ide o zdanlivo 

jednoduchý úkon, ktorý zvä� ša realizujeme potiahnutím myši do po�adovanej ve� kosti. Nebudeme sa tu 

preto venova�  technike, ako zvládnu�  túto operáciu, povieme si len nieko� ko faktov, na ktoré by sme nemali 

zabúda� , ke�  sa rozhodneme ve� kos�  obrázku zmeni� . Stále máme na zreteli to, �e snímame obrázky z 

mikroskopu a pracujeme na hranici rozlišovacej schopnosti celej opticko-digitálnej sústavy. Pri zmene 

rozmerov toti� od po� íta� a chceme, aby informáciu, ktorá bola ulo�ená v nejakom po� te, povedzme M 

bodov, rozlo�il do iného po� tu, N, bodov. Je jasné, �e ak je N menšie ako M, musí zákonite dôjs�  k strate 

� asti informácie, v našom prípade prídeme o najmenšie detaily. Ani opa� ný postup, teda z menšieho po� tu 

bodov na vä� ší, nie je úplne bez problémov, i ke�  tu sa nemusíme bá�  extrémneho zhoršenia kvality, � i 

straty významnej informácie. Program musí v tomto prípade vhodnou interpola� nou metódou dopo� íta�  

hodnoty obrazových bodov, ktoré pribudli. Pri zmenšovaní aj zvä� šovaní po� tu bodov mô�e dôjs�  napríklad 

ku vzorkovacej chybe – aliasu, efektu, ktorý spôsobuje vznik nových parazitných štruktúr v obrázku 

vplyvom zmiešavania priestorových frekvencií. Algoritmy bývajú opatrené mo�nos� ou vo� by antialiasingu. 
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 Zmenšovanie obrázkov si treba ve� mi dobre premyslie� , nako� ko po tejto procedúre nenávratne 

strácame � as�  informácie. Stratené dáta u� nemo�no získa�  opätovným zvä� šením obrázku na pôvodnú 

ve� kos� . Jedná sa o u� spomínané interpolované rozlíšenie. Obrázok sa formálne tvári, �e má ve� ký po� et 

elementov, ale reálne rolíšenie si prináša z najmenšieho formátu, na aký sme ho zmenšili. Ka�dopádne, platí 

zásada: úpravy treba robi�  na kópiách obrázkov, nie na origináloch! 

Taktie� je dobre zvoli�  zachovanie proporcií obrázku pri zmene ve� kosti. Zamedzíme tým 

deformáciám tvarov v jednom smere a vzniku rôzneho rozlíšenia vo vodorovnom a zvislom smere. 

�

2.2 Digitálne kamery 

2.2.1 Snímací prvok 

Hlavnou sú� as� ou digitálnej kamery, ktorou sa odlišuje od „klasických“ kamier je obrazové 

záznamové médium, tzv. snímací prvok. Je to integrovaná mikroelektronická polovodi� ová sú� iastka – 

mikro� ip, ktorá reaguje na svetlo. Pozostáva z mno�stva fotocitlivých elementov, ktoré doká�u nezávisle od 

seba zaznamena�  dopadajúce svetlo. Premie� ajú svetelný signál na elektrický. Snímacie elementy sú na 

celom prvku umiestnené v pravidelnej plošnej štruktúre, vä� šinou ako pravouhlá sie� . Existuje prvok firmy 

Fuji, ktorý má elementy rozmiestnené v tvare v� elieho plástu. 

Snímanie svetla v digitálnych kamerách je zalo�ené na vyu�ití tzv. fotoelektrického javu. Pri tomto 

jave sa svetlo dopadajúce na fotocitlivý materiál premie� a na elektrický náboj, ktorý sa � alej transformuje 

 

Obr.2.7: Uká�ka dialógu zmeny rozmerov obrázku v prehliada� i Irfanview. Vpravo dole sa 

nachádza mo�nos�  výberu metódy prevzorkovania (Resample filter). Táto funkcia slú�i na 

elimináciu vzorkovacej chyby. 
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na niektorú elektrofyzikálnu veli� inu (napätie, prúd, vodivos� , at� .). Takto získaný elektrický signál potom 

u� vieme spracova�  elektronickými zariadeniami – v� aka rozvinutým mikroelektronickým technológiám ho 

� alej mô�eme  usklad� ova� , prenáša� , upravova� , kopírova�  a podobne. 

Existujú dva základné typy svetlocitlyvých � ipov, ktoré sa líšia ako technológiou výroby, tak aj 

v niektorých detailoch svojej � innosti. Sú to: CCD (Coupled Charge Device) a CMOS (Complmetary Metal-

Oxid Semiconductor). 

2.2.2 CCD a CMOS 

Skratka CCD vyjadruje princíp � innosti  takéhoto zariadenia, ktoré je zalo�ené na zberaní náboja 

vyprodukovaného dopadajúcim svetlom. CMOS zasa predstavuje skratku technológie výroby istého typu 

polovodi� ových štruktúr pozostávajúcich z vrstiev kovu a oxidu na polovodi� ovej podlo�ke. Je jedno, ako sa 

tieto dva súperiace typy optických sníma� ov nazývajú, v zásade ide o rozdielne technológie, ktoré sú 

momentálne najrozšírenejšie. A to ako v komer� nom, tak aj vo vedeckom svete. 

Vyvíjali sa bok po boku pribli�ne od za� iatku 70. tokov minulého storo� ia. Takmer 25 rokov viedla 

technológia CCD. Dosahovala � aleko lepšie výsledky v kvalite obrazu, i ke�  výroba bola nákladnejšia. Za 

to, �e technológia CMOS momentálne existuje aj v oblasti snímania svetla v� a� íme najmä prudkému 

rozvoju po� íta� ov. Mnohé polovodi� ové prvky, ale najmä po� íta� ové pamäte a procesory sa vyrábajú práve 

touto technológiu. V� aka neustálym po�iadavkám na minimalizáciu mikroelektroniky prešla technológia 

CMOS búrlivým rozvojom a dosiahla úrove� , kedy mohla koncom 90. rokov 20. storo� ia za� a�  vá�ne 

konkurova�  aj v oblasti � ipov digitálnych kamier.  

Ide pribli�ne o to, �e zatia�  � o v prípade CCD dostávame vodivostné elektróny, ktoré sa potom 

pripojením nále�ite tvarovaného elektrického napätia odvádzajú do zbernice, pracuje CMOS na úplne inom 

princípe. Ka�dý element � ipu CMOS je u� priamo vybavený zariadením, ktorý premie� a náboje na napätie 

a toto sa mô�e dokonca priamo pri danom elemente digitalizova� . Ke� �e všetky elektrické prvky musia 

le�a�  na povrchu polovodi� ovej sú� iastky, bolo treba � aka�  na miniaturizáciu, aby nedochádzalo v� aka ich 

prítomnosti k výraznej redukcii snímacej plochy snímacieho bodu. Na to, aby sa svetlo sústredilo na tú � as�  

sú� iastky, ktoré je naozaj na svetlo citlivá, sa pridáva nad ka�dý bod mikrošošovka. Tým sa dnes dosahuje 

ú� inná plocha snímacieho bodu porovnate� ná so CCD. 

CCD a CMOS sú dnes rovnocennými konkurentmi, i ke�  CCD je princípom � innosti u� trochu 

zastaralý koncept. Má však svoje kvality, ktoré CMOS ešte stále v niektorých oblastiach nedoká�e 

plnohodnotne nahradi� .�
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2.2.3 Princíp � innosti 

Expozícia 

CCD snímacie prvky sú plošné polia rovnomerne rozmiestnených fotoelektrických elementov 

citlivých na svetlo. Ka�dý takýto element je schopný po osvetlení vyprodukova�  elektrický náboj, ktorého 

mno�stvo závisí od intenzity dopadajúceho svetla a doby osvetlenia. Celý prvok sa na ur� itú dobu osvetlí, 

kedy vznikajú tzv. fotoelektróny. Potom sa snímanie svetla zastaví bu�  mechanickou alebo elektrickou  

 

uzávierkou. Doba osvetlenia sa nazýva expozi� ná doba a vo fotografii sa pou�íva ozna� enie rôznych dôb 

prostredníctvom menovate� ov zlomkov sekundy (napr. 250 znamená 1/250 sekundy a podobne). Po 

expozícií nasleduje fáza � ítania obrazu ulo�eného v polovodi� ovej štruktúre prvku vo forme nahromadeného 

náboja úmerného mno�stvu svetelnej energie, ktorá dopadla do daného miesta po� as expozície. Tento náboj  

sa riadok po riadku odvádza do takzvaného registra. Najprv sa do registra presunie náboj z riadku, ktorý je k 

nej najbli�šie. Náboje z ostatných riadkov sa posunú ni�šie. Potom sa z registra bod po bode presunú náboje 

do zbernice, kde sa premie� ajú na elektrický signál. Po vyprázdnení registra sa vy� íta � alší riadok a tak 

� alej. Signál sa � alej zosil� uje, digitalizuje a posiela na spracovanie do procesora. 

V prípade CMOS je to podobné, s tým rozdielom, �e fotonáboj sa na elektrickú veli� inu premie� a 

ihne�  po nasnímaní. Ka�dý element obsahuje obslu�ný obvod, ktorý premení náboj na elektrický signál, 

zosilní ho a mô�e priamo aj digitalizova� . Vy� ítavanie je potom ove� a jednoduchšie, menej náchylné na 

šumy a energeticky menej náro� né. Navyše je mo�né vybra�  len ur� itú oblas�  celého prvku a ostatnú 

informáciu ne� íta� . Výrazne tým mo�no zvýši�  rýchlos�  záznamu.  

 

Obr.2.8: Schéma vy� ítavania náboja v CCD. 
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Snímanie farieb 

Ka�dý element v poli sníma� ov (� i u� CCD alebo CMOS) je citlivý iba na mno�stvo svetla, nie na 

jeho farbu2. Preto sa pri výrobe umiest� uje nad ne farebný filter. Tým dosiahneme oblasti, ktoré budú 

sníma�  len tú � as�  svetla, ktorú filter prepustí. Najpou�ívanejší je tzv. Bayerov filter (Obr.2.9). Ka�dý 

farebný filter prikryje práve jeden element snímacieho prvku. Skladá sa zo zelených, modrých a � ervených 

� astí, pri� om zelených je dvakrát viac ako modrých, � i � ervených. Tým sa imituje citlivos�  � udského oka, 

ktoré je najcitlivejšie na zelenú (550 nm) farbu. Ka�dý snímací element potom prinesie informáciu iba o 

jednej farebnej zlo�ke. Výsledná farba plochy ka�dého elementu sa získava matematickou operáciou 

(interpoláciou), ktorá zah�� a farebnú informáciu z jeho susedných bodov. 

Na zlepšenie rozlíšenia kamery, ktoré je Bayerovým filtrom zní�ené mo�no pou�i�  metódu 

posúvania filtra, pri� om sa urobia tri zábery pri rôznych polohách filtra a výsledný obrázok sa opä�  vypo� íta 

pou�itím matematickej metódy. 

 

Najjednoduchší spôsob farebného záznamu pochádza ešte z � ias analógových televíznych kamier. 

Obraz sa pomocou optického hranola rozlo�il na tri farebné zlo�ky (� ervenú, zelenú a modrú), ktoré sa 

nasmerovali na tri rôzne záznamové prvky. Dnes sa tento koncept vracia pod názvom 3CCD. Fyzicky sú v 

takomto zariadení naozaj prítomné tri snímacie prvky, pre ka�dú farbu jeden. Odpadá tak nepríjemnos�  s 

interpoláciou farieb. Výsledný obraz sa potom zmieša v procesore do jedného a nedochádza k strate 

priestorovej a farebnej informácie. Da� ou za to je však vyššia cena.�

Rozmery snímacieho prvku 

Na kvalitu obrázku má vplyv aj rozmer snímaného po� a. Optická sústava mikroskopického objektívu 

je navrhnutá tak, aby mal obraz � o najmenšie skreslenie najmä v oblasti takzvaného paraxiálneho priestoru. 

�����������������������������������������������������������
2Nie je to úplne pravda, sníma� e vykazujú aj spektrálnu závislos� . Cie� om však je dosiahnu�  citlivos�  v celom 

vidite� nom spektre. 

Obr.2.9: Bayerov filter.
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Ide o priestor ve� mi blízko optickej osi, teda o oblasti okolo stredu obrázku. Jednoduchšie sa teda narába zo 

snímacím elementom menších rozmerov.  

Zau�ívaný spôsob ozna� ovania formátov snímacích prvkov pochádza z normy pre staré televízne 

kamery. Udáva sa vo forme � íselného zlomku ktorý predstavuje priemer vidicon trubice TV kamier v 

palcoch s rovnakou efektívnou snímacou plochou, ako príslušný sú� asný � ip. Ak natrafíme na prvok s 

ozna� ením 1/3'', nebude ma�  uhloprie� ku dlhú 0,33 in, � o je pribli�ne 8,4 mm. Takýto � ip má uhloprie� ku 

6 mm. Toto ozna� ovanie nie je nijako štandardizované, preto sa skuto� né rozmery rôznych výrobcov mô�u 

mierne líši� . V tabu� ke 2.3 sú zhrnuté rozmery najpou�ívanejších snímacích prvkov. 

Formát Pomer strán Rozmery mm Uhloprie� ka mm 

1/3,6'' 4:3 4,0 x 3,0 5,0 

1/3,2'' 4:3 4,5 x 3,4 5,7 

1/3'' 4:3 4,8 x 3,6 6,0 

1/2,7'' 4:3 5,4 x 4,0 6,7 

1/2,5'' 4:3 5,8 x 4,3 7,2 

1/2,3'' 4:3 6,2 x 4,6 7,7 

1/2'' 4:3 6,4 x 4,8 8,0 

1/1,8'' 4:3 7,2 x 5,3 8,9 

1/1,7'' 4:3 7,6 x 5,7 9,5 

2/3'' 4:3 8,8 x 6,6 11,0 

1'' 4:3 12,8 x 9,6 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 

Tabu� ka 2.3: Zau�ívané ozna� enie formátov obrazových snímacích prvkov a ich skuto� né rozmery  

�

Ako si uká�eme � alej (pozri 2.2.4), na rozlišovaciu schopnos�  kamery a mikroskopu má hlavný 

vplyv ve� kos�  najmenšieho elementu snímacieho prvku, nie ich po� et. Je preto dobre vedie� , aký ve� ký 

 

Obr.2.10: Grafické porovnanie formátov snímacích prvkov. Najvä� ší obd��nik predstavuje 35 mm film. 
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element má kamera, ktorú pou�ívame, alebo ktorú sa chystáme kúpi� . Medzi rozmermi � ipu, po� tom 

elementov a rozmermi elementov existuje jednoduchý vz� ah: 

elementovpocet
mmcipurozmer

melementurozmer
)(

1000)( =m  

Niektoré konkrétne modely kamier uvádzame v tabu� kách 2.4 a 2.5. 

Výrobca a model Formát Rozmer elementu  
� m 

Rozmer po� a 
mm  

Kodak KAF-2001CE 1732 x 1172 13 x 13 22.5 x 15.2 

Kodak KAF-3000CE 2016 x 1512 9 x 9 18.1 x 13.6 

Kodak KAF-3040CE 2144 x 1432 6.8 x 6.8 14.6 x 9.7 

Kodak KAF-6302CE 3052 x 2016 9 x 9 27.5 x 18.1 

Kodak KAI-4000 2048 x 2048 7.4 x 7.4 15.16 x 15.16 

Sony ICX205AK 1392 x 1040 4.65 x 4.65 7.6 x 6.2 

SITe ST-002A 2048 x 4096 15 x 15 30.72 x 30.72 

Marconi CCD 42-90 4608 x 2048 13.5 x 13.5 27.6 x 62.2 

Marconi CCD 48-20 1028 x 1033 13 x 13 13.3 x 13.3 

Philips FTF3020-C 3072 x 2048 12 x 12 36.8 x 24.6 

Philips FT18 1024 x 1024 7.5 x 7.5 7.68 x 7.68 

Tabu� ka 2.4: Rozmery � ipov a elemntov vybraných výrobcov digitálnych kamier. 

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

Model Formát Rozmer elementu  
� m 

Rozmer po� a 
mm  

Moticam 1000 1280 x 1024 3,6 x 3,6 4,7 x 3,7 

Moticam 2000 1600 x 1200 3,0 x 3,0 4,8 x 3,6 

Moticam 2300 2048 x 1536 3,1 x 3,1 6,4 x 4,8 

Moticam 3000 2082 x 1542 3,1 x 3,1 6,4 x 4,8 

Moticam 5000 2580 x 1944 4,9 x 4,9 12,8 x 9,6 

Tabu� ka 2.5: Rozmery � ipov a elementov kamier Moticam. (http://www.motic.com)  

 

Dynamický rozsah 

Tento parameter hovorí o tom, ako je kamera schopná sníma�  jednotlivé farby. V � asti o farbách 

(2.1.2) sme hovorili o farebných priestoroch a spôsoboch kódovania farieb v po� íta� i. Tam sme schopnos�  

rozlíši�  istý po� et farebných úrovní ozna� ovali pojmom farebná alebo bitová h�bka. Dynamický rozsah 

kamery reprezentuje práve tento parameter a rovnako sa zvykne udáva�  v bitoch. Najbe�nejšie sú 8 bitové 

kamery, � o znamená, �e doká�u zaznamena�  256 úrovní rôznych farieb. Ve� mi rozšírené sú aj 12 bitové 

kamery so schopnos� ou rozlíši�  a� 212 = 4096 úrovní ka�dej farebnej zlo�ky. Problém (hlavne v prípade 
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CMOS sníma� ov) je vysoký šum za tmy, ktorý ovplyv� uje snímanie nízkych úrovní intenzít svetla. Preto sa 

spodné bity nevyu�ívajú a sníma�  nemá efektívne 12 bitový rozsah. Tento nedostatok je � iasto� ne 

kompenzovaný pri intoerpola� nom výpo� te farby elementu, kedy sa do úvahy berú hodnoty z okolitých 

elementov a náhodný šum sa tak  potlá� a. Existujú aj 16 bitové sníma� e, ktoré sú však ve� mi drahé a musia 

by�  chladené. Pou�ívajú sa najmä na snímanie � iernobielych obrázkov na ve� mi presné merania. Doká�u 

rozlíši�  a� 65 536 odtie� ov šedej.  

�

Šum 

Šumové vlastnosti kamier udáva parameter pomer signá/šum (signal-to-noise-ratio, SNR), ktorý sa 

udáva v dB a predstavuje hladinu šumu v signále. Pod hladinou ni�šiou ako udáva SNR, u� zariadenie nie je 

schopné rozlíši�  signál od šumu. 
 ím vyšší je SNR, tým lepšie zariadenie. Vysoký SNR je dôle�itý pri 

presnom snímaní objektov s malým kontrastom, prípadne iných citlivých meraniach.  

Pri snímaní obrazu digitálnymi kamerami ovplyv� uje kvalitu záznamu nieko� ko faktorov, z � oho vzplývajú 

nasledujúce typy šumov: 

�� Fotónový šum – je spôsobený štatistickou povahou fotónového toku (Poissonova štatistika). Je 

úmerný druhej odmocnine intenzity signálu. 

�� Šum za tmy – aj bez prítomnosti svetla sa mô�u vytvára�  náboje, hovoríme o tzv. tepelnej generácii 

elektrónov. Fotoprúd za tmy sa taktie� riadi Poissonovou štatistikou, to znamená �e tento šum je 

úmerný odmocnine tepelne generovaných elektrónov pri expozícii. Potlá� a sa chladením prvku. 

�� Vy� ítavací šum – je kombináciou systémového šumu vznikajúceho pri prenášaní náboja v CCD do 

zbernice a premene na fotoprúd a šumu vznikajúcom pri zosilnení signálu zosil� ova� om a pri 

digitalizácii. 

 

Rýchlos�  záznamu 

Udáva sa v obrázkoch za sekundu (fps). Be�né kamery doká�u sníma�  rýchlos� ou 15 a� 30 obrázkov 

za sekundu. Tento parameter prichádza do úvahy vtedy, ak potrebujeme sníma�  video, prípadne rýchlu 

sekvenciu záznamov. Rýchlos�  záznamu je determinovaná expozi� nou dobou a dobou vy� ítavania. Niektoré 

kamery s CMOS � ipom ponúkajú mo�nos�  zmenšenia aktívnej plochy snímacieho prvku, � ím sa doba 

vy� ítavania zmenší a mo�no tak zvýši�  rýchlos�  snímania a� na 1000 fps.  

2.2.4  Spojenie kamery s mikroskopom 

Mikroskop ako optická sústava pozostáva z dvoch hlavných � astí, objektívu a okláru, ktoré spolu 

vytvárajú tzv. neskuto� ný obraz (kapitola 1). Takýto obraz mo�no potom pozorova�  okom. Namiesto oka 
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mô�eme k okuláru prilo�i�  objektív fotoaparátu a rovnako získame obraz premietnutý na plochu 

svetlocitlivého � ipu. Problém je však v tom, �e optická sústava objektív-okulár je navrhnutá pre � udské oko 

a po� íta aj s jeho zobrazovacími chybami. Navyše sietnica oka nie je rovina, zatia�  � o film alebo 

svetlocitlivý � ip rovinami sú. Ide o zdanlivo nepodstatné detaily, ktoré majú za následok nie ve� mi kvalitný 

zvä� ša na krajoch rozostrený obraz. V niektorých prípadoch mo�no takéto riešenie posta� uje, ale pre 

seriózne pozorovania je nevyhovujúce. 

Iná mo�nos�  je pou�itie tzv. projek� ného okuláru. Takýto okulár je navrhnutý tak, aby vytváral tzv. 

skuto� ný obraz, teda obraz, ktorý mo�no zachyti�  na premietacej ploche. Tou mô�e by�  aj svetlocitlivý � ip 

digitálneho fotoaparátu. Samozrejme, treba pou�i�  fotoaparát (kameru) bez vlastného objektívu. Získame tak 

ve� mi kvalitný obraz. Da� ou za to je, �e v prípade monoukálrneho mikroskopu u� nebudeme ma�  mo�nos�  

pozorovania o� ami a v prípade binokulárneho prístroja si jeden z okulárov odstavíme.  

Najlepším riešením je tzv. trinokulárna hlava mikroskopu. Miroskop je vybavený hlavou, ktorá 

okrem dvoch tubusov pre okuláre na pozorovanie o� ami ponúka ešte jeden, vä� šinou zvislý nadstavec, ktorý 

slú�i na pripojenie fotoaparátu, � i kamery. Za kamerovým tubusom vzniká v rovine záznamového média 

skuto� ný korigovaný obraz. Navyše máme zárove�  mo�nos�  vyu�íva�  okuláre.  

Optická sústava – mikroskop a digitálna kamera 

Ako sme u� spomínali, objektív vytvára v tubuse mikroskopu skuto� ný obraz. Obrazová rovina sa 

nachádza, v závislosti od výrobcu, 11 a� 13 cm pod hranou okuláru. Tento skuto� ný obraz potom 

pozorujeme okulárom ako lupou. Dnes sa � asto pou�ívajú tzv. mikroskopické objektívy korigované na 

nekone� no, ktorých výstupom nie je skuto� ný obraz, ale zväzok rovnobe�ných lú� ov. Aby skuto� ný obraz 

pre potreby pozorovania vznikol, zara� uje sa ešte tzv. tubusová šošovka. (Obr.2.11) 

�

Obr.2.11: Optická schéma mikroskopu s kamerou. V� avo objektív, ktorý vytvára skuto� ný obraz v kone� nej vzdialenosti, vpravo 

objektív korigovaný na nekone� no. 
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Aj tak však obraz, ktorý by sme mohli premietnu�  na záznamové médium kamery vzniká vo vnútri 

tubusu, kam sa s kamerou nedostaneme. Preto je potrebné pred kameru zaradi�  ešte optický adaptér. 

Šošovka v adaptéri je prispôsobená ve� kosti svetlocitlivého prvku tak, aby bola vyu�itá � o najvä� šia � as�  

zorného po� a objektívu. 
 asto sa stáva, �e na adaptér pôvodne skonštruovaný na 35 mm kinofilm nasadíme 

digitálnu kameru s � ipom rozmeru 11 mm. Nasleduje sklamanie, preto�e zorné pole je asi 4 krát menšie, 

inými slovami máme menší „rozh� ad“. Treba na to myslie�  a bu�  sa s takýmto stavom zmieri� , alebo si 

zadová�i�  iný adaptér. Zaradenie nevhodnej šošovky mô�e taktie� vies�  ku skresleniu obrazu a k zhoršeniu 

rozlíšenia a kvality hlavne mimo jeho stredu. 

Rozlišovacia schopnos�  objektívu vs. ve� kos�  snímacieho elementu 

Od mikroskopu po�adujeme, aby sme pomocou neho dokázali rozlíši�  malé detaily ur� itej ve� kosti. 

Mô�u to by�  rozmery od desatín a� po desa� tisíciny milimetra. Menšie objekty sa z principiálnych dôvodov 

pozera�  optickým mikroskopom nedajú. Ako mo�no vidie�  z tabu� ky 2.6, najlepšie imerzné objektívy majú 

rozlišovaciu schopnos�  0,24 � m, � o je 2,4 desa� tisícin milimetra. Tento limit súvisí s vlnovou povahou 

svetla. Prakticky sme obmedzení tým, �e nemô�eme nijako rozlíši�  objekty menšie ako vlnová d��ka svetla, 

ktorá sa pohybuje v rozpätí od 0,4 � m do 0,7 � m vo vzduchu, v imerznom oleji je to ešte pribli�ne dvakrát 

menej. 

 

V prípade mikroskopickej fotografie však do hry vstupuje ešte jeden � len, a to snímací prvok 

digitálnej kamery. Ukazuje sa, �e na to, aby sme mohli nasníma�  najmenší objekt, ktorý je objektív schopný 

zobrazi� , potrebujeme zabezpe� i� , aby sa obraz najmenšieho objektu zobrazil minimálne na tri elementy 

 

Obr.2.12: Priemet dvoch susedných bodov na snímací prvok na hranici optického rozlíšenia objektívu. Vidíme porovnanie 

prípadov, kedy difrak� ný obraz bodu osvetlí tri alebo dva elementy snímacieho prvku. Vpravo je v�dy znázornené, ako 

zobrazí obrazec snímací prvok. V prípade na spodnom obrázku je zrejmé, �e body sa nedajú rozlíši� . 
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snímacieho prvku v jednom smere, teda plošne by mal zobrazený difrak� ný krú�ok zabera�  9 elementov3. 

(Obr.2.12). Ak túto podmienku nesplníme, nedoká�eme naplno vyu�i�  mo�nosti, ktoré ponúka objektív. 

Tabu� ka 2.6 obsahuje preh� ad najpou�ívanejších mikroskopických objektívov ozna� ených zvä� šením a 

numerickou apertúrou. V � alšom st�pci je pre daný objektív rozmer najmenšieho rozlíšite� ného objektu, 

ktorý mo�no ur� i�  zo vz� ahu: 

NA
�

R 61,0=  

kde �  je vlnová d��ka svetla (pou�íva sa vlnová d��ka stredu vidite� ného spektra 550 nm), NA je numerická 

apertúra objektívu. Objektív tento rozmer zvä� ší a premietne na maticu svetlocitlivého � ipu kamery. Rozmer 

najmenšieho elementu snímacieho prvku musí by�  tretina z rozmeru premietnutého obrazu bodového zdroja 

– údaj vo štvrtom st�pci tabu� ky. 

�

Tabu� ka 2.6: Rozmery premietnutých bodov jednotlivých objektívov a po�adovaná ve� kos�  snímacieho elementu kamery pre 

vlnovú d��ku 550 nm. 

Objektív (NA) Rozlíšenie 
� m 

Ve� kos�  premietnutého bodu 
� m 

Po�adovaný rozmer 
snímacieho elementu � m 

1x (0.04) 8,4 8,4 2,8 

2x (0.06) 5,6 11,2 3,7 

2x (0.10) 3,4 6,7 2,2 

4x (0.10) 3,4 13,4 4,5 

4x (0.12) 2,8 11,2 3,7 

4x (0.20) 1,7 6,7 2,3 

10x (0.25) 1,3 13,4 4,5 

10x (0.30) 1,1 11,2 3,7 

10x (0.45) 0,75 7,5 2,5 

20x (0.40) 0,84 16,8 5,6 

20x (0.50) 0,67 13,4 4,5 

20x (0.75) 0,45 8,9 3,0 

40x (0.65) 0,52 20,6 6,9 

40x (0.75) 0.45 17,9 6,0 

40x (0.95) 0,35 14,1 4,7 

40x (1.00) 0,34 13,4 4,5 

40x (1.30) 0.26 10,3 3,4 

�����������������������������������������������������������
3Existujú rôzne názory, ko� ko sta� í elementov, aby bol najmenší detail rozlíšite� ný. Pod� a Shanonovho kritéria by 

teoreticky mali sta� i�  dva obrazové elementy. Difrak� ný obrazec bodu premietnutý objektívom má však tvar kruhu s priebehom 

intenzity opísaným Besselovou funkciou a na jednozna� nú identifikáciu takéhoto objektu treba minimálne tri obrazové elementy. 

Všetko závisí od toho, ako si definujeme pojem rozlišovacej schopnosti. 
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Objektív (NA) Rozlíšenie 
� m 

Ve� kos�  premietnutého bodu 
� m 

Po�adovaný rozmer 
snímacieho elementu � m 

60x (0.80) 0,42 25,2 8,4 

60x (0.85) 0,39 23,7 7,9 

60x (0.95) 0,35 21,2 7,1 

60x (1.40) 0,24 14,4 4,8 

100x (0.90) 0,37 37,3 12,4 

100x (1.25) 0,27 26,8 8,9 

100x (1.30) 0,26 25,8 8,6 

100x (1.40) 0,24 24,0 8,0 

2.2.5  Osvetlenie 

Vyva�ovanie bielej 

Záznamové médium digitálnej kamery je citlivé preva�ne na intenzitu dopadajúceho svetla. Farebný 

záznam sa robí tak, �e pred tým, ako svetlo dopadne na element svetlocitlivého � ipu musíme vy� leni�  z neho 

len jednú farebnú zlo�ku. Bu�  pomocou filtra (Bayerov filter) alebo presmerovaním pomocou nejakého 

disperzného optického prvku (hranol, mrie�ka). Ak teda dopadne na ur� itý element snímacieho prvku nejaké  

 

Obr.2.13: Príklady spektier rôznych zdrojov. Hore je spektrum slne� ného denného svetla, v strede – volfrámová �iarovka a dole 

je spektrum bielej LED diódy. Vpravo sú príklady farebného posunu spôsobeného posunom spektra vo� i dennému svetlu. 
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mno�stvo svetla, vznikne patri� ný po� et fotoelektrónov a tomu úmerný elektrický signál. Ak snímame 

osvetlenú bielu plochu, mala by ma�  bielu farbu aj vtedy, ke�  sa na � u pozeráme po spracovaní na monitore 

po� íta� a. Nie je tomu tak v�dy. Oko sa doká�e rôznym svetelným podmienkam prispôsobova�  a biela stena 

sa nám javí ako biela � i pri slne� nom alebo pri umelom svetle. Zo skúsenosti však vieme, �e, napríklad, 

svetlo zo �iarovky s wolfrámovým drôtikom je oproti slne� nému svetlu sfarbené do oran�ova. Naopak, 

svetlo z neónových �iariviek je modré (Obr.2.13). Elektronický CCD alebo CMOS � ip sa rôznym svetelným 

podmienkam nedoká�e sám od seba prispôsobi�  a fotografie zaznamenávané pri dennom svetle majú iný 

farebný odtie� , ako fotografie s umelým osvetlením. Digitálne fotoaparáty majú funkciu tzv. vyva�ovania 

bielej, ktorá je bu�  plne automatická, alebo manuálna. Pri pou�ití automatickej funkcie sa fotograf nemusí o 

ni�  stara� , procesor zhodnotí svetelné podmienky a pomocou zlo�itého algoritmu zmení spôsob snímania 

farieb tak, aby nedochádzalo k posunu farieb vzh� adom k tomu, ako vníma fotografovanú scénu � udské oko. 

Manuálny re�im je spo� ahlivejší, ale vy�aduje si jeden úkon navyše. Fotograf musí pri konkrétnom osvetlení 

poveda�  fotoaparátu, ako vyzerá biela farba. Zosníma bielu plochu4 a na základe tejto informácie procesor 

fotoaparátu zasa upraví snímanie farieb. 

Nako� ko v mikroskopii pou�ívame rôzne svetelné zdroje (�iarovky, �iarivky, diódy, denné svetlo), je 

treba osvoji�  si techniku vyva�ovania bielej kôli zachovaniu farebnej vernosti vzoriek. Zvláš�  potrebná je 

táto zru� nos�  pri analýze dokumentov napríklad v kriminalistike, kde farba papieru, atramentu a rôznych 

vlákien zohrávajú významnú úlohu. Farby, samozrejme, mô�eme upravova�  aj po nasnímaní v po� íta� i. V 

takom prípade, však dochádza k strate � asti informácie. Nastavenie správnej farby pri expozícii toti� spôsobí 

zmenu spôsobu snímania farieb priamo na � ipe zmenou interpola� ného algoritmu. 

V niektorých prípadoch je automatické vyva�ovanie bielej ne�iadúce. Ak napríklad pracujeme s 

farebnými filtrami, procesor sa neustále sna�í nájs�  „farebný stred“, � oho výsledok je šedý, bezfarebný 

obrázok, � asto s nízkym kontrastom. Podobne je to aj pri mikroskopickej polarimetrii, kde pracujeme s 

purpurovým pozadím a do popredia vystupujú farebné pozorované objekty. Farby tu vznikajú vplyvom 

otá� ania roviny polarizovaného svetla a nie sú to farby reálnych objektov. Rovnako pri fázovej vizualizácii 

v tmavom poli dochádza k zafarbeniu objektov, ktoré menia fázu prechádzajúceho svetla a procedúra 

automatického vyva�ovania bielej by tu zrejme zlyhala.  

Nerovnomerné osvetlenie – eliminácia pozadia 


 asto sa stáva, �e osvetlenie vzorky nie je v celom zornom poli rovnaké. Homogenitu osvetlenia je 

ve� mi � a�ké zabezpe� i� . Najvä� šiu intenzitu pozorujeme v strede obrazu, zatia�� o rohy bývajú tmavšie. 

�����������������������������������������������������������
4Ukazuje sa, �e najspo� ahlivejšie mo�no bielu vyvá�i�  nasnímaním tzv. 18% šedej. Papier s takýmto povrchom mo�no 

získa�  v špecializovaných fotografických predajniach. 



�

�

�	 �

Tento, � asto iba estetický nedostatok mo�no pomerne jednoducho eliminova� , prípadne aj úplne odstráni� . 

Existujú dva spôsoby, ako sa s nerovnomerne osvetleným pozadím vysporiada� : 

1. Od� ítaním reálneho pozadia, ktoré nasnímame vopred 

2. Nájdením pozadia pomocou matematických metód 

�

��� �

Obr.2.14.: V� avo nerovnomerne osvetlená vzorka – rez listom kaktusu.Vpravo obrázok po od� ítaní pozadia. Okrem 

nerovnomerného osvetlenia sa podarilo odstráni�  aj iné defekty 

Prvá z mo�ností je, samozrejme spo� ahlivejšia a pokia�  mô�eme, pou�ijeme tú. Okrem zázamu 

pozorovanej vzorky nasnímame obraz bez vzorky a tieto dva snímky jednoducho od� ítame. Vä� šina 

ovláda� ov kamier robí túto procedúru v �ivom re�ime, tak�e mô�eme priamo získava�  obrázky s 

homogénnym pozadím (Obr.2.14). 

Druhá mo�nos�  nám pomô�e vtedy, ak sme pri snímaní nemysleli na mo�nos�  prvú. Obrázok je 

nasnímaný, vzorka neexistuje, nemáme prístup k mirkoskopu. Ak je na obrázku dostato� ne vidite� né 

pozadie, najlepšie vo všetkých rohoch a nie� o aj medzi nimi, mô�eme interpola� nému algoritmu vybra�  

body, ktoré predstavujú pozadie. Program si zvyšné body pozadia doráta a zárove�  ho z obrázka odstráni. 

 

2.3 Základy obrazovej analýzy 

2.3.1 Softvér na digitálne spracovanie obrazu 

Vä� šina ve� kých výrobcov mikroskopov ponúka kompletné opticko-digitálne riešenia, ktoré 

zah�� ajú základné programové vybavenie pre zaznamenávanie, ukladanie, archivovanie a spracovanie 

fotografií. Vo všeobecnosti mo�no programy na spracovanie obrazu rozdeli�  do nieko� kých kategórií: 

- Komer� né u�ívate� ské a profesionálne nástroje (Adobe Photoshop, Corel Photopaint, Gimp, 
ImageJ) 

- Špecializované programy dodaváne ako sú� as�  kompletných riešení (Impor) 
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- Vlastné programy a zásuvné moduly (C++, Java) 

Zastavíme sa trochu pri dvoch programoch, a to ImageJ a Impor. Ešte by bolo dobré zdôrazni� , �e 

Phtoshop a Corel sú komer� né poloprofesionálne nástroje, ktoré majú svoju cenu, � asto dos�  vysokú. Gimp 

je k nim dobrou alternatívou  

2.3.2 Digitálne filtre 

Jednobodové operácie 

Je to najjednoduchší spôsob spracovania obrazu. Filter prechádza postupne ka�dý bod a pod� a tzv. 

vyh�adávacej tabu�ky („lookup table“) upravuje jeho farebnú hodnotu. Typickým príkladom takéhoto typu 

operácie je gama krivka (pozri � as�  2.1.40), ktorá predstavuje grafickú reprezentáciu zodpovedajúcej 

vyh� adávacej tabu� ky. 
 as�  tejto tabu� ky mô�e vyzera�  napríklad takto: 

�

Pôvodná hodnota 0 1 2 3 5 6 7 … 253 254 255 

Nová hodnota 255 254 253 252 251 250 249 … 2 1 0 
 

Znamená to, �e ak sa filter dostane na body s hodnotou 2, priradí mu hodnotu 253, bodom 

s pôvodnou hodnotou 3 priradí novú hodnotu 252, bodom s hodnotou 5 priradí 251, at� . Uviedli sme príklad 

inverzného filtra, ktorý z � iernobieleho obrázku vyrobí negatív. V druhom riadku mô�u vo všeobecnosti by�  

akéko� vek hodnoty medzi 0 a 255. Mô�u sa aj opakova�  a niektoré mô�u chýba� . 

Tieto filtre sú málo náro� né na pamä�  po� íta� a. V prípade 8-bitového obrázku zaberie jeden filter iba 256 

bajtov. Aj samotná realizácia filtra je ve� mi rýchla a mo�no ho pou�i�  aj virtuálne. Pôvodný obrázok zostáva 

nezmenený, operácia sa vykonáva iba na monitore po� íta� a, prípadne na inom výstupnom zariadení. 

Formálne mo�no jednobodový filter zapísa�  matematickým vz� ahom 

( )0IFI =  

kde I0 a I sú farebné hodnoty pred a po úprave a F je funkcia filtra. Výsledná hodnota ka�dého bodu potom 

závisí iba od jeho vlastnej pôvodnej hodnoty.  

Zafarbenie � iernobielych obrázkov pomocou vyh� adávacej tabu� ky 

Na farbenie � iernobielych obrázkov sa taktie� pou�ívajú vyh� adávacie tabu� ky. Pôvodný obrázok 

musí ma�  8-bitovú farebnú h�bku a vyh� adávacia tabu� ka potom obsahuje hodnoty indexov z farebnej 

palety. Kolorovanie sa pou�íva na zvidite� nenie detailov, ktoré v stupnici odtie� ov šedej nie sú vidie� .  
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Konvolu� né filtre 

Ide o ve� mi širokú paletu rôznych efektov známych aj z komer� ných softvérov. Princíp ich � innosti 

je zalo�ený na postupnom aplikovaní tzv. jadra konvolúcie na upravovaný obrázok. Jadro je matica 

(tabu� ka) s rozmermi 3x3, 5x5 alebo 7x7 bodov, ktorá sa posúva po obraze. Jeden obrazový element 

„zapadne“ práve do jednej bunky jadra. Spracováva sa element, ktorý le�í v strede jadra. Rozdiel oproti 

jednobodovým filtrom je ten, �e zatia�  � o tam sa spracováva ka�dý bod osobitne, v prípade konvolu� ných 

filtrov závisí výsledná farba bodu aj od jeho susedov. Schéma jadra je na obrázku (Obr. 2.15). A0 a� A8 sú 

� ísla. Hodnota bodu, ktorý bude v strede masky sa vypo� íta pod� a nasledujúceho vz� ahu: 

( ) CIAIAIAKI ++++= 881100 �  

kde 0I je pôvodná hodnota obrazového bodu, 821 ,,, III �   sú hodnoty susedných bodov, K je tzv. sklon a C 

je aditívny koeficient. Parameter K slú�i na normalizáciu výslednej intenzity daného bodu. S� ítavaním 

hodnôt okolitých bodov mô�eme toti� ve� mi � ahko prekro� i�  maximálnu hodnotu farby. �

�

Obr.2.15: 3×3 jadro konvolu� ného filtra. 

Medzi najznámejšie konvolu� né filtre patria zaostrovanie (sharpening) a rozostrovanie (blur), z 

ktorých � asto pou�ívaný je filter Gaussovského rozostrenia (Gaussian Blur). 	 alej sú to rôzne zvýraz� ova� e 

hrán � i tie� reliéf (emboss). Na obrázku (Obr. 2.16) uvádzame nieko� ko najpou�ívanejších filtrov rozmeru 

3x3.  

� � � � � � � � �

� � �� � �� 
 �

� � � � 
 � � � �
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Fourierove filtre 

Slú�ia na identifikáciu a odstra� ovanie periodických porúch obrazu. Takéto kazy vznikajú napríklad 

vo vzorkovacích mikroskopoch (konfokálny mikroskop), ak nie je dostato� ne odpru�ený stôl, na ktorom 

mikroskop stojí. Tým pádom sa mô�u vibrácie okolia cez podlahu prenáša�  na celú konštrukciu mikroskopu. 

Interferencia týchto vibrácií s frekvenciou vzorkovania vytvára na výslednom obraze � iary a obraz vyzerá, 

akoby bol zvlnený. Podobná porucha sa mô�e objavi�  aj v prípade �iarivkového osvetlenia, ktoré bliká 

s frekvenciou 50 Hz. Ak digitálna kamera vy� ítava riadky postupne po� as expozície, mô�e dôjs�  k 

interferencii blikania osvetlenia a rýchlosti vy� ítavania, ak exponujeme pri krátkych expozi� ných � asoch 

(1/100 s a menej). 


 innos�  Fourierových filtrov je zalo�ená na spracovaní priestorového spektra obrazu. Spektrom sa 

zvy� ajne nazýva znázornenie zastúpenia jednotlivých frekvencií v signáli. Tu teraz hovoríme o 

priestorových frekvenciách obrázku. Na nájdenie spektra pou�ívame tzv. Fourierovu  transformáciu. Vývoj 
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1 1 1

111

1 1 1

1 2 1
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1 2 1

� 1 � 1 � 1
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01� 1

0 0 0
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0 0 0

�1 0 0

010
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0 0 �1

010
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0 1 0

141

0 1 0

� 1 � 1 � 1

�18�1

� 1 � 1 � 1

1 � 2 1

� 24� 2

1 � 2 1

Hrany

� 2 � 1 0

14�1

0 1 2

Reliéf

 

Obr.2.16: Jadrá niektorých konvolu� ných 3́ 3 filtrov 
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po� íta� ových numerických algoritmov priniesol vymo�enos�  vykona�  túto, inak pomerne zlo�itú operáciu, 

relatívne efektívne a rýchlo. Spomínaná numerická metóda sa nazýva rýchla Fourierova transformácia 

(Fast Fourier Transformation – FFT) a býva dokonca hardvérovo implementovaná v grafických kartách 

alebo v procesoroch. 


 innos�  filtra prebieha v troch krokoch: 

2. Dvojrozmerná Fourierova transformácia (FFT) 

3. Aplikácia masky na priestorové spektrum 

4. Spätná Fourierova transformácia 

Maska je frekven� ný filter, ktorý sa nejakým spôsobom aplikuje na spektrálne transformovaný obraz. 

Zvä� ša ide o jedno-bitový dvojfarebný (� ierno-biely) obraz s obrazcami na mieste, kde má dôjs�  k 

manipulácii s danou � as� ou spektra. 

Priestorové frekvencie sa vz� ahujú na detaily istých rozmerov v obraze. Ve� ké frekvencie predstavujú 

malé detaily a melé frekvencie zasa detaily ve� kých rozmerov. Najmenšia frekvencia prítomná na obrázku 

predstavuje prevrátenú hodnotu rozmerov obrazu a najmenšia frekvencia zasa v prípade digitálneho obrazu 

je daná prevrátenou hodnotou vzdialenosti dvoch obrazových bodov. Takýto filter teda mô�eme pou�i�  aj na 

zvidite� nenie ur� itej triedy detailov. Jednoducho si v spektrálnej oblasti odfiltrujeme frekvencie, ktoré 

zodpovedajú detailom, o ktoré nemáme záujem a zostanú nám po spätnej transformácii iba objekty takých 

rozmerov, aké chceme vidie� . 

 

Obr.2.17: Postup � innosti Fourierovho filtra. 
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Princíp práce Fourierovho filtra je znázornený na obrázku (Obr.2.17). Najprv vidíme obrázok 

poškodený periodickým signálom. Na obr. (b) je zobrazené spektrum jeho priestorových frekvencií. Šípkami 

sú pritom vyzna� ené oblasti, ktoré zodpovedajú frekvencii periodického pozadia. 	 alší obrázok, (c), je 

upravené spektrum, na ktoré sme aplikovali masku s � iernymi oblas� ami presne v mieste filtrovaných 

frekvencií. Jeho spätnou transformáciu dostávame obrázok o� istený od periodického šumu (d). Treba však 

upozorni� , �e pri tejto transformácii sa mô�eme nechtiac zbavi�  aj detailov, ktoré majú v smere 

odstráneného šumu podobnú periódu ako šum. Vadi�  by to však nemalo, ke� �e sa predpokladá, �e 

poškodenie svojou prítomnos� ou tieto detaily prekrýva. Treba o takomto správaní filtra vedie� , preto�e ak 

máme poškodený obrázok, nemusí by�  Fourierov filter všeliekom. 

Pod� a druhu pou�itej masky rozlišujeme nieko� ko základných typov filtrov (Obr. 2.18): 

· Hornofrekven� ný priepust – odstráni nízke frekvencie, ponechá len vysoké (ostanú len detaily 

malých rozmerov)  

· Dolnofrekven� ný priepust – odstráni vysoké frekvencie, ponechá len nízke (ostanú len objekty 

ve� kých rozmerov bez detailov) 

· Pásmový priepust – ponechá len frekvencie v ur� itom intervale, ostatné odstráni 

· Pásmová zádr� – odstráni len frekvencie v ur� itom intervale, ostatné ponechá 

 

�

Obr.2.18: Masky základných Fourierovych filtrov. a) dolnofrekven� ný priepust, b) hornofrekven� ný priepust, c) pásmový 

priepust, d) pásmová zádr�. 

�
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2.4 Špecializované funkcie 

2.4.1 Binárne operácie 

Pou�ívajú sa v prípade, ak potrebujeme zvidite� ni�  zmeny, ktoré nastali v zornom poli po ur� itom 

� ase. Napríklad, ak sa objekt pohne, na prvý poh� ad to nemusí by�  zrejmé, ak však zaznamenáme stav v 

jednom momente a potom v � alšom a pou�ijeme operáciu od� ítania, ihne�  uvidíme akúko� vek, aj nepatrnú 

zmenu. Miesta, ktoré sa nezmenili budú � ierne, naopak, tie, ktoré sa zmenili budú o to intenzívnejšie, o � o 

vä� šia bola zmena. Na obrázku (Obr. 2.19) je dialóg binárnych operácií v programe ImageJ s uká�kou 

rôznych operácií. Obrázky mo�no s� itova� , od� itova� , násobi� , deli� , robi�  logické operácie a podobne. 

Operácia sa realizuje tak, �e príslušná matematická operácia sa vykoná s hodnotami zodpovedajúcich si 

elementoch dvoch obrázkov. 

�

Obr. 2.19: Dialógové okno binárnych operácii v programe ImageJ. 

Vykreslenie intenzitných priebehov v obraze 

Táto funkcia nebýva štandardnou sú� as� ou komer� ných programov, i ke�  ide o pomerne jednoduchú 

operáciu. Niekedy potrebujeme pozna�  rozlo�enie intenzity (tzv. Intenzitný profil) po nejakej krivke. 

Napríklad v mikrointerferometrii sledujeme interferen� né obrazce. Sú to svetlé a tmavé pruhy, ktoré zvä� ša 

pokrývajú pozorovaný objekt. Pomocou tvaru a vzdialenosti susedných interferen� ných prú�kov doká�eme 

vyhodnoti�  tvar reliéfu objektu. Existujú, samozrejme sofistikované algoritmy, ktoré detekujú tieto 

interferen� né obrazce a následne ich vyhodnotia. 
 asto však sta� í, ak poznáme priebeh intenzity 

interferen� ného po� a iba v jednom rozmere. Takýto priebeh mô�eme matematicky omnoho jednoduhšie 

spracováva�  (Obr. 2.20). 
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Obr.2.20: Intenzitný priebeh na interferograme MEMS prvku umo�� uje rekonštruova�  3D profil. Výškový rozdiel medzi dvomi 

interferen� nými maximami je 316 nm. 

�

Iný príklad pou�itia funkcie vykreslenia intenzitného priebehu je meranie vzdialeností objektov, � i 

ich rozmerov. Rozmery mô�eme mera�  priamo v obrázku, opä�  si však mô�eme situáciu zjednoduši� , 

z dvojrozmerných dát, máme jednorozmernú informáciu. 

2.4.2 Meranie s vyu�itím digitálnej mikroskopie 

Meranie vzdialeností 

Meranie vzdialeností a rozmerov je � alšou jednoduchou, ale ve� mi silnou a potrebnou aplikáciou, 

ktorú by ka�dý špecializovaný softvér k digitálnej kamere mal obsahova� . Pri pozorovaní mo�no vyu�i�  

rôzne meracie okuláre, ktoré sú vybavené porovnávacími stupnicami, prípadne mô�eme vyu�i�  

mikrometrický posun stol� eka mikroskopu, ktorý býva opatrený stupnicou. Pou�itím po� íta� a sa však táto 

� innos�  zjednodušuje a � asto aj spres� uje. 

Pred tým, ako sa do merania pustíme, je nevyhnutné meraciu metódu okalibrova� . Meranie pomocou 

po� íta� a sa realizuje tak, �e do obrázku nakreslíme � iaru (alebo iný objekt) a po� íta�  zistí, akú má d��ku v 

obrazových elementoch (pixeloch). Ak chceme vedie�  jej skuto� nú d��ku, musíme vedie� , aký rozmer má 

jeden obrazový element v našom obrázku. Tento údaj si mô�eme jednoducho vypo� íta� , ak poznáme 

ve� kos�  elementu snímacieho prvku kamery a zvä� šenie mikroskopu pod� a vz� ahu: 

Z
eN

l
.

=  

kde l skuto� ná d��ka úse� ky v mikrometroch, N je d��ka úse� ky v obrazových bodoch, e je rozmer elementu 

snímacieho prvku kamery v mikrometroch a Z je zvä� šenie mikroskopu (zvä� šenie objektívu x zvä� šenie 

tubusovej šošovky x zvä� šenie adaptréru). Treba si da�  pozor, preto� tento v� ah platí iba vtedy, ak sme po 

nasnímaní neupravovali rozmery obrázka a pri expozícii sme nepou�ívali funkciu na odstra� ovanie šumu 

binning. 
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Obr.2.21: Dialógové okno kalibrácie v programe Impor. Umo�� uje rôznu kalibráciu v x-ovom a y-ovom smere. 

�

Druhá mo�nos� , ako okalibrova�  meraciu metódu je nasnímanie objektu, ktorého rozmery poznáme. 

Existujú kalibra� né stupnice, ktoré sú vyryté to skla tvaru podlo�ného mikroskopického sklí� ka. Na sklí� ku 

býva uvedený rozmer najmenšieho dielika kalibra� nej stupnice (napr. 0,01 mm). Stupni� ku si 

odfotografujeme pre daný objektív a kameru. Potom mô�eme v softvéri vykona�  kalibráciu tak, �e cez 

nieko� ko dielikov nakreslíme � iaru a programu povieme, aká je v skuto� nosti dlhá. Tento údaj si softvér 

zapamätá a všetky merania prepo� íta na skuto� né hodnoty. 

Po� ítanie objektov a rozmerová distribúcia � astíc 

Po� ítanie objektov je ve� mi � astá metóda najmä v biológii a geológii. Ak sa zaujímame 

o koncentráciu � astíc (� ervených krviniek, prímesí, � i z�n), neostáva nám ni�  iné, iba si v zornom poli 

vymedzi�  ur� itú oblas�  a o� ami spo� íta� , ko� ko objektov vidíme. Je to � innos�  prácna a únavná, najmä ak 

ide o ve� ké mno�stvo vzoriek. Softvér, ktorý doká�e takúto úlohu splni�  u� nepatrí medzi jednoduchšie a 

vy�aduje si ur� itú prax operátora pri svojej � innosti. 

Úspešnos�  metódy spo� íva v identifikácii objektov, ktoré ideme spo� íta� . Najjednoduchšie je 

zafarbi�  ich kontinuálne jednou farbou. Na to slú�i funkcia prahovania (treshold). Vymedzuje interval 

farieb, v ktorom sa nachádzajú sledované objekty. Všetky body na obrázku v tomto intervale sa potom 

zafarbia jednou farbou. 

Prahovanie mô�e vybra�  aj oblasti, ktoré nie sú po� ítanými objektami, prípadne, ako vidie�  na 

obrázku (Obr. 2.22), objekty nedoká�e úplne identifikova� . Plugin Object Conuting Analyse v balíku Impor 

ponúka funkcie dilatácia, erózia, výpl�  dier a odstránenie šumu (Obr. 2.23). 

Dilatácia zmení prázdne body susediace s okrajovými bodmi objektu na body objektu. Erózia 

odstráni okrajové body objektu. Výpl �  dier zmení body pozadia, ktorých viac ako polovica susedných 
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bodov patrí objektu na bod objektu. Odstránenie šumu zmení body objektu, ktorých viac ako polovica 

susedov sú body pozadia na body pozadia. 

�

Obr.2.22: Uká�ka prahovania v Impore v plugine Object Counting Anlyse. 

 

Po identifikácii objektov algoritmus jednoducho spo� íta samostatne stojace vyplnené plochy, pri� om 

mô�e ur� i� , akú plochu zaberajú a pod� a zvolených kritérií ich rozdeli�  do kategórií, � i urobi�  štatistiku 

rozdelenia pod� a ve� kosti. 

 

Obr.2.23: Dialógové okno pluginu Object Counting Analyse programu Impor. 
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3. Elektrónová mikroskopia - SEM 

�

Rastrovací elektrónový mikroskop sa ukázal ako jeden z najuniverzálnejších prístrojov na analýzu 

mikroštrukturálnych charakteristík pevných látok. Hlavnou prí� inou širokého vyu�itia rastrovacieho 

elektrónového mikroskopu (SEM)je vysoká rozlišovacia schopnos�  pri skúmaní masívnych objektov. 

Sériovo vyrábané  prístroje dosahujú  v sú� asnosti hodnoty ~ 3 nm (30Å). Nesporne ve� kou prednos� ou je aj 

ve� ká h�bka ostrosti, o dva a� tri rády vyššia ako u optických mikroskopov. Ve� ká h�bka ostrosti 

a jednoduchos�  interpretácie zobrazených predmetov dovo� ujú získa�  významnú informáciu o topografii 

objektov v rozsahu zvä� šení od 50 do 1000 000x. Tento rozsah zvä� šenia s dostato� nou rezervou prekrýva 

rozsahy zvä� šení optického mikroskopu, na spodnej hranici rozsahu a transmisného elektrónového 

mikroskopu, na jeho hornej hranici. SEM dovo� uje pozorova�  kontrast elektrických a magnetických 

mikropolí. Mapovanie rozlo�enia elektrických poteciálov a meranie lokálnych elektrických potenciálov sú 

postupy vyu�ívané pri h� adaní nefunk� ných � astí integrovaných obvodov. Tieto postupy je mo�né 

vykonáva�  ako v statickom, tak aj v dynamickom re�ime � innosti integrovaných obvodov. A v neposlednom 

rade rozšírené pou�ívania rastrovacieho elektrónového mikroskopu je spojené aj s podstatne jednoduchšou 

prípravou vzoriek na pozorovanie ako je to v prípade transmisného elektrónového mikroskopu. 

Základnými � as� ami  rastrovacieho elektrónového mikroskopu sú zdroj elektrónov, sústava 

fokusujúcich šošoviek, kolektor elektrónov a zobrazovacia jednotka (monitor). Prvé priemyselné zariadenie, 

ktoré obsahovalo všetky uvedené � asti, sa objavilo na trhu v r. 1965. od firmy Cambridge Scientific 

Instruments Co. 

Za prvé práce, v ktorých sa popisuje pou�itie rastrovania v elektrónovej mikroskopii, sú pova�ované 

práce nemeckého fyzika von Ardenneho publikované ešte v roku 1938. Do existujúceho presvecovacieho 

elektrónového mikroskopu boli vmontované vychy� ovacie cievky, � ím boli polo�ené základy prvého 

rastrovacieho transmisného elektrónového mikroskopu (STEM). V uvedených prácach boli publikované 

okrem technických aj teoretické aspekty STEM. Na prvej fotografii získanej na takomto zariadení bol 

kryštál  ZnO. Urých� ovacie napätie malo hodnotu 23 kV, zvä� šenie 8000x a rozlíšenie medzi 500 a� 1000 

Å. Fotografia so 400 riadkami bola získaná za 20 min. 

Popis prvého SEM pou�itého na pozorovanie objemnej vzorky bol uverejnený v práci Zvorikina a kol. 

v roku 1942. Autori v práci uvádzajú, �e na zostrojenie topografie vzorky boli vyu�ité sekundárne elektróny. 

Kolektor elektrónov bol na potenciáli + 50 V vo� i vzorke. Tok elektrónov vyvolal na odpore napä� ový spád, 

ktorý bol privedený na modulátor jasu obrazovky a tak vygenerovaný obraz vzorky. Dosiahnuté rozlíšenie 

bolo iba okolo 1 � m, � o bolo menej ako dosahovali optické mikroskopy (200 nm). V dôsledku druhej 

svetovej vojny boli práce na zdokona� ovaní elektrónových mikroskopov prerušené. V roku 1948 sa na 
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Cambridge University za� ali zaobera�  konštrukciou elektrónového mikroskopu Oatlye s McMullanom. 

Rozlíšenie ich prístroja dosiahlo v r. 1952 500 Å. V prácach na vylepšení mikroskopov pokra� oval Smith. 

Nahradil elektrostatické šošovky elektromagnetickými, zaviedol nelineárne zosilnenie signálov (� -korekcia) 

a ošetril astigmatickú chybu zväzku. Everhart s Thornleyim privedením optického signálu zo scintilátora na 

fotonásobi�  prostredníctvom svetlovodu podstatne zvýšili ve� kos�  signálu a podiel signál-šum. 
 

3.1  Interakcia elektrónového zväzku so vzorkou 

 

Pri dopade elektrónového zväzku na vzorku dochádza k mno�stvu fyzikálných dejov, ktoré sú 

základom pre formovanie rôznych typov signálov. Patrí sem generácia odrazených a sekundárnych 

elektrónov, Augerovských elektrónov, charakteristického a brzdného röntgenovského �iarenia ako aj 

fotónov s energiami z oblasi ultrafialovej, vidite� nej 

i infra� ervenej, transmisia a absorbcia elektrónov. 

Zdrojmi týchto signálov sú špecifické oblasti 

vy�arovania, rozmery ktorých silne závisia od 

energie elektrónového zväzku a atómového � ísla 

prvkov vo vzorke. Rozlišovacia schopnos�  

elektrónového rastrovacieho mikroskopu nie je daná 

priamo priemerom dopadajúceho zväzku alebo 

vlnovou d��kou elektrónov ale práve rozmermi 

vy�arujúcej oblasti. 

 

 

 

 

Obr.3.1. Schéma interakcie fokusovaného elektrónového 

zväzku so vzorkou a priestorové rozdelenie pôvodu 

jednotlivých druhov signálov. 

 

Primárne elektróny pri dopade na pevnú látku strácajú pru�nými zrá�kami malú � as�  svojej enegie. 

Deje sa to hlavne pri vzájomnom pôsobení medzi elektrónmi a jadrami. Pri týchto interakciách ale dochádza 
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k pomerne ve� kým odkloneniam dráh elektrónov. Tieto elektróny ak sa dostanú zo vzorky na povrch, sú 

registrované ako odrazené elektróny. Nepru�né zrá�ky, pri ktorých dochádza k ve� kým zmenám energií 

primárnych elektrónov, nastávajú hlavne pri zrá�kach so silne viazanými elektrónmi. Týmto mechanizmom 

vzniká charakteristické röntgenovské �iarenie. K výrazným zmenám energie primárnych elektrónov 

dochádza aj pri zrá�kach s jadrami atómov. Vtedy sa energia elektrónu uvo�� uje vo forme spojitého 

brzdného �iarenia. Ak dochádza k nepru�ným zrá�kam so slabo viazanými elektrónmi vo vonkajšom obale 

atómu dochádza k emisii elektrónov. Tieto elektróny majú energiu menšiu alebo rovnú 50 eV a nazývajú sa 

sekundárne elektróny.  

 

3.2  Elektrónová optika 

 

Prúd elektrónového zväzku dopadajúceho na vzorku ur� uje intenzitu signálov sekundárnych 

elektrónov, odrazených elektrónov, röntgenovských fotónov at� . pri zachovaní ostatných riadiacich 

parametrov. Okrem toho rozmer sfokusovaného zväzku na povrchu vzorky ur� uje rozlišovaciu schopnos�  

rastrovacieho elektrónového mikroskopu. Elektrónový optický systém je preto navrhnutý tak, aby bolo 

mo�né dosiahnu�  maximálnu hodnotu toku elektrónov pri � o najmenšom mo�nom rozmere zväzku na 

povrchu vzorky. Pre správne pou�itie mikroskopu je preto nevyhnutné pozna�  konštrukciu optickej kolóny, 

� innos�  jej jednotlivých komponentov a vedie�  nastavi�  parametre týchto komponentov aby bola dosiahnutá 

�elaná kvalita obrazu. 

 

Zdroj elektrónov 

 

Najrozšírenejším zdrojom elektrónov v rastrovacích elektrónových mikroskopoch je �eravené 

volfrámové vlákno. Vlákno priemeru okolo 100 � m je zohnuté do tvaru písmena V. Ostrie má rozmer asi 

100x150 � m2  a má teplotu okolo 2700 K. Pri tejto teplote je prúdová hustota elektrónov z povrchu vlákna 

1,75 A/cm2. �ivotnos�  vlákna závisí od �eraviaceho prúdu a pracovného tlaku v okolí vlákna a jeho doba je 

od 100 do 200 hodín. Elektróny emitované z katódy pri teplote 2900 K majú Maxwellovské energetické 

rozdelenie s maximom pri energii 0,25 eV a rozptylom od 0 do 2 eV. Pri katóde je umiestnený Wehneltov 

valec s kruhovým otvorom scentrovaným s ostrím katódy. Nachádza sa vo vzdialenosti pribli�ne 0,5mm od 

katódy a je na zápornom potenciály -200 V. Má funkciu modulátora toku elektrónov a prvej fokusa� nej 

šošovky. Katóda je na premenlivom potencialy -200 a� -30 000 V. Anóda je územnená. Schéma 

elektrónového zdroja je na obr.3.2.  
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Obr. 3.2. Schéma elektrónovej trysky (1 – katóda, 2 – Wehneltov valec, 3 – ekvipotenciálne � iary, 4 – anóda, 5 – premenlivý 

odpor, 6 – zdroj vysokého napätia). 

 

 

Obr.3.3. Detailná schéma zdroja elektrónov mikroskopu VEGA. (1 – teleso odnímate� nej � asti trysky, 2 – prevle� ná matica, 3 – 

centrovacia vlo�ka, 4 – Wehneltov valec, 5 – pois� ovacia matica clony, 6 – clona, 7 – navádzací kolík, 8 –  centrovacie šrouby 

katódy, 9 – dr�iak s volfrámovým vláknom, 10 – fixovacie šrouby). 
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Elektrónové šošovky 

 

Na sfokusovanie elektrónového zväzku do kone� ného rozmeru (50 Å – 1 � m) na povrchu vzorky sa 

pou�íva sústava šošoviek kondenzora a objektívu. Zmenšenie ku ktorému dochádza je okolo 30 000x. 

Kondenzor, ktorý je vä� šinou zlo�ený z dvoch šošoviek okrem zmenšenia ur� uje hlavne tok elektrónového 

zväzku na povrchu vzorky. Posledná fokusa� ná šošovka, oby� ajne sa jej hovorí objektív, ur� uje kone� ný 

rozmer zväzku. Elektrónový zväzok sa fokusuje pôsobením magnetického po� a na pohybujúce sa elektróny. 

Detailnejší obraz o fokusácii magtickej šošovky je mo�no vidie�  na obr. 3.4. Sú na � om zakreslené 

magnetické silo� iary po� a H v otvore aksiálne symetrickej šošovky. Magnetické silo� iary prechádzajú 

medzi dvomi paralelnými pólovými �eleznými nadstavcami s aksiálnou symetriou. H vektor má smer 

paralelný s magnetickým po� om, vektor Hr  je orientovaný v smere kolmom na elektrónovú optickú os 

a vektor Hz je s optickou osou rovnobe�ný. Na obr. 3.4 je tie� nakreslený fokusa� ný ú� inok nehomogénneho 

magnetického po� a na pohybujúce sa elektróny. �

 

Obr. 3.4. Rez axiálne symetrickou magnetickou šošovkou. Magnetické silo� iary sú zobrazené spolu so zlo�kami magnetického 

po� a. 
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3.3 Tubus VEGA 

�

Rastrovací elektrónový mikroskop zobrazuje skúmanú vzorku pomocou tenkého elektrónového 

zväzku, ktorý formuje a rozmieta elektrónová optika. Vä� šina zobrazovacích vlastností mikroskopu závisí 

na parametroch tohto elektrónového zväzku: ve� kos�  elektrónovej stopy, apertúrny uhol a prúdvo zväzku. 

Ve� kos�  stopy ur� uje rozlíšenie mikroskopu a tým aj maximálne zvä� šenie pou�ite� né pri zachovaní 

ostrosti obrazu. Vä� šinou sa predpokladá, �e stopa je kruhová a �e má gaussovský profil intenzity. Potom 

mô�eme jej ve� kos�  charakterizova�  napr. polšírkou rozlo�enia intenzity. Pokia�  by neexistovali vady 

zobrazovania, je ve� kos�  stopy ur� ená v podstate ve� kosti zdroja elektrónov a jeho zmenšením. V praxi je 

ve� kos�  stopy zvä� šená zobrazovacími vadami poslednej šošovky – objektívom. Vady objektívu klesajú so 

zmenšujúcou sa pracovnou vzdialenos� ou. 

Elektrónový zväzok má tvar ku�e� a, ktorého vrcholový uhol je daný apertúrnym uhlom. 
 ím vä� ší je 

apertúrny uhol, tým širší je ku�el a tým menšia je h�bka ostrosti a tým viac sa prejavujú vady objektívu. 

Apertúrny uhol je menší pri vä� šej pracovnej vzdialenosti a pri menšom zmenšení objektívu. 

Prúd zväzku je ur� ený po� tom elektrónov, ktoré v danom � ase prete� ú zväzkom v danom priereze. 

Ve� kos�  prúdu vo zväzku sa zvä� šuje s ve� kos� ou apertúrneho uhla i s ve� kos� ou stopy. Šum na obrazovke 

elektrónových rastrovacích mikroskopov je závislý od po� tu elektrónov, ktoré boli pou�ité na získanie 

u�ito � ného signálu z ka�dého výšetrovaného elementu vzorky. Pri menšej hodnote prúdu je na získanie 

rovnakého signálu (informácie) potrebné pou�i�  dlhšiu dobu snímania obrazu a naopak. 

Je zjavné, �e parametre zväzku sa navzájom ovplyv� ujú. Optická sústava mikroskopu umo�� uje prácu 

v rôznych re�imoch, kedy je mo�né uprednost� ova�  jedny parametre zväzku a druhé naopak potlá� a� . 

Uvádzame niektoré typické prípady: 

- Práca pri ve�kom zvä� šení. Je potrené ve� ké rozlíšenie, ve� kos�  stopy musí by�  malá, vady 

objektívu malé (pracovná vzdialenos�  krátka), apertúrny uhol malý, prúd vo zväzku malý a je treba 

pou�i �  pomalé rastrovanie. 

- Práca s ve�kým prúdom. Ve� kos�  stopy a apertúrny uhol je ve� ký, rozlíšenie malé, u�ito� né 

zvä� šenie malé, ale mo�no pou�i�  rýchlejšie rastrovanie a obraz je bez šumu. 

- Práca s ve�kou h�bkou ostrosti. Apertúrny uhol musí by�  malý, pracovná vzdialenos�  ve� ká, 

zmenšenie objektívu malé, ale ve� kost stopy je ve� ká a rozlíšenie malé. 

Tubus elektrónového rastrovacieho mikroskopu je elektrónové optické zariadenie, ktoré vytvára 

a polohuje elektrónový zväzok. Tubus mikroskopu VEGA sa skladá z týchto hlavných � astí: 



�

�

�� �

· Elektrónová tryska je zdrojom urýchlených elektrónov. Skladá sa z katódy, Wehneltovho valca 

a anódy. Katóda a Wehneltov valec sú  

 

Obr.3.5. Rez tubusom VEGA a schematické znázornenie prvkov elektrónovej optiky. 

 

pripojené na záporný elektrický potenciál, anóda a zvyšok tubusu sú územnené. Katóda je tvorená 

volfrámovým vláknom �eraveným na takú vysokú teplotu, �e dochádza k emisii vo� ných 

elektrónov. Ve� kos�  napätia medzi katódou a anódou ur� uje urých�ovacie napätie elektrónov a tým 

aj ich energiu. Prúd elektrónov z trysky je charakteriovaný emisným prúdom. Ten je mo�né meni�  

prikladaním záporného potenciálu medzi Wehneltov valec a katódu. Celý systém trysky sa chová 

ako „virtuálny zdroj“ elektrónov charakterizovaný ve� kos� ou (zhruba 25 a� 50 � m), energiou 

elektrónov (500 eV a� 30 keV), emisným prúdom (a� 300 � A) a svietivos� ou. 
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· Centrovanie trysky sa vykonáva sústavou elektromagnetických vychy� ovacích cievok umiestnených 

tesne pod tryskou. Slú�ia k naklá� aniu elektrónového zväzku emitovaného z trysky tak, aby 

vstupoval do osi optickej sústavy tubusu. Ovláda sa pomocou riadiaceho programu (funkcia gun 

alignment).Tryska je správne vycentrovaná pokia�  je vyberaná stredná, najintenzívnejšia � as�  

elektrónového zväzku a jas obrazu je najvyšší. 

· Spray clona je umiestnená pod centrovacími cievkami trysky. Je ur� ená na zadr�anie okrajových 

� asti zväzku emitovaného tryskou. 

· Dvojica kondenzorov C1 a C2. Kondenzory sú silné magnetické šošovky slú�iace na zmenšovanie 

virtuálneho zdroja elektrónov. 
 ím vä� šie je budenie kondenzoru tým kratšia je jeho ohnisková 

vzdialenos�  a tým vä� šie je jeho zmenšenie. Po�adované zmenšenie sa dá dosiahnú�  vä� šinou 

rôznou kombináciou zmenšenia oboch kondenzorov pod� a zvoleného re�imu ovládania. 

Kondenzory sú ovládané nezávisle na ostatných funciách Probe Current. 
 ím menšia je 

po�adovaná ve� kos�  stopy alebo � ím menší je prúd zväzku, tým vä� šie je budenie kondenzorov. 

Kondenzor C1 pritom ovplyv� uje zmenšenie elektrónového zdroja a kondenzor C2  naviac ešte 

ve� kos�  apertúrneho uhla. 

· Pevná apertúrna clona orezáva výsledný zobrazovací zväzok. Je umiestnená v dr�iaku na konci 

centrálnej vákuovej trubky tubusu, pribli�ne 60 mm pod kondezorom C2. Optimálna ve� kos�  otvoru 

v clone je 50 � m. 

· Pomocná šošovka IML (Inter Medial Lens) a cievky centrovania tejto šošovky IML Centering. IML 

je magnertická šošovka, ktorá sa pou�íva na zmenu apertúry zväzku vstupujúceho do objektívu IML 

alebo na zobrazovanie, ke�  je objektív O1 vypnutý. Pri zmene budenia IML dochádza 

k ne�iadúcemu posúvaniu elelktónového zväzku od optickej osi, a preto je treba toto posúvanie 

kompenzova�  pomocou cievok centrovania IML Centering. 

· Stigmátor je elektromagnetický osempólový prvok a slú�i na kompenzáciu astigmatizmu vo 

všetkých re�imoch zobrazovania. 

· Rastrovacie toroidálne cievky. Sú navinuté na feritových krú�koch a umiestnené v dvoch 

poschodiach. Cievky sú napájené zdrojom prúdu pílového charakteru. Frekvencia píly ur� uje 

rýchlos�  rastrovania elektrónového zväzku, amplitúda zorné pole mikroskopu a teda aj zvä� šenie. 

Amplitúdu píly oboch poschodí rastrovacích cievok je mo�né ovláda�  oddelene a je tak mo�no 

meni�  nielen zvä� šenie, ale aj polohu pivot pointu (bod, kde elektrónový zväzok po� as rastrovania 

pretína os tubusu). Pridaním jednosmerného prúdu k píle, opä�  nezávisle v oboch poschodiach je 
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mo�né posúva�  stredný zväzok. Rastrovacie cievky spolu so stigmátorom a pripojovacími 

konektormi tvoria jeden konštruk� ný blok. 

· Objektív O1 je poslednou magnetickou šošovkou tubusu, ktorá formuje výsledný elektrónový 

zväzok. V be�ných re�imoch zobrazovania ur� uje budenie O1 tzv. pracovnú vzdialenos� , � o je 

vzdialenos�  medzi vzorkou a spodným koncom tubusu. 

 

Tubus VEGA má pevné apertúrne clony umiestnené nad oboma objektívmi a nad rastrovacími 

cievkami. To umo�� uje ve� kú variabilitu pri vo� bách rôznych zobrazovacích re�imoch. 

 

Zobrazovacie re�imy VEGA mikroskopu 

 

Základný re�im zobrazovania je re�im RESOLUTION (obr.3.6). Je ur� ený na zobrazovanie s � o 

najlepším rozlíšením. V tomto re�ime VEGA pracuje rovnako ako ostatné be�né trojšošovkové mikroskopy, 

kedy IML je vypnutá.. Kondenzory sú budené programom ZOOM CONDNSER. Pri plnom budení C2 

a clone s otvorom 50 � m je apertúra pribli�ne optimálna pre krátke pracovné vzdialenosti (4 a� 5 mm) 

a urých� ovacie napätie 30 kV. Centrovacie cievky IML sú vypnuté. Pivot point rastrovania a posúvania vo 

funkcii Image Shift sa nachádza blízko roviny objektívu O1, tak aby sklon, skreslenie a zorné pole boli � o 

najlepšie. Centrovanie elektrónového zväzku do osi šošovky O1 sa vykonáva posuvom stredného 

elektrónového zväzku rovnobe�ne s osou O1 zmenou jednosmernej zlo�ky prúdu v rastrovacích cievkach. 

Re�im DEPTH sa pou�íva vtedy, ke�  je potrebné zvýši�  h�bku ostrosti. Od predchádzajúceho re�imu 

sa líši tým, �e je zapnutá pomocná IML šošovka. To spôsobí zní�enie apertúry dopadajúceho elektrónového 

zväzku na úkor ve� kosti stopy. Prúd vo zväzku sa pritom nezmení. Centrovacie cievky IML sú budené tak, 

aby pri prepnutí z re�imu RESOLUTION do re�imu DEPTH nedochádzalo k posuvu zobrazovaného 

miesta. Efekt zvýšenia h�bky ostrosti sa dá dosiahnu�  aj na be�ných trojšošovkových mikroskopoch 

výmenou apertúrnej clony. 

Re�im FIELD  sa pou�íva na vyh� adávanie miest na vzorke. Na zaostrenie elektrónového zväzku 

vyu�íva pomocnú šošovku IML, zatia�  � o objektív O1 je vypnutý. Apertúra zväzku je ve� mi malá a h�bka 

ostrosti taká ve� ká, �e obraz je v podstate zaostrený pri všetkých dosiahnute� ných miestach na vzorke. 

Preto�e O1 je vypnutý, neovplyv� uje stredný zväzok, ktorý týmto nemusí prechádza�  blízko osi O1. Poloha 

pivot pointu rastrovania sa optimalizuje z h� adiska zorného po� a. Centrovacie šošovky IML Centering 

centrujú pomocnú šošovku IML tak, aby nedochádzalo k posuvu obrazu pri zaostrovaní. Jednosmerná 

zlo�ka prúdu rastrovacích cievok je nastavená tak, aby pri prepnutí z re�imu RESOLUTION do re�imu 
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FIELD  nedochádzalo k posuvu zobrazovaného miesta. Nevýhodou tohto re�imu je ve� ká stopa a 

maximálne pou�ite� né zvä� šenie je iba 500x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obr.3.6. Schéma prechodu zväzkov tubusom     Obr.3.7. Schéma prechodu zväzkov v tubuse 
v re�ime RESOLUTION.     v re�ime DEPH. 
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Obr.3.8. Schéma prechodu zväzkov tubusom    Obr.3.9. Schéma prechodu zväzkov tubusom          

v re�ime FIELD .        v re�ime FISH EYE.�
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3.4 Obrazová príloha 

�

�

Rastrovací elektrónový mikroskop VEGA TS5136MM na katedre experimentálnej fyziky FMFI UK v Bratislave. 

 

 

Mikrofotografia hlavy muchy 
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Mikrofotografia hlavy mravca 

 

 

Mikroforografia ZnS. Uká�ka ve� kej h�bky ostrosti SEMu 
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Mikrofotografia prvkového štandardu vanádu zobrazeného v dvojmodovom re�ime. � avá � as�  obrazu je zhotovená pomocou 

detektora na sekundárne elektróny a pravá detektorom na odrazené elektróny (Z-kontrast). 

 

 

Mikrofotografia bukového dreva v re�ime nízkeho tlaku v komore (45 Pa). 
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4. Rastrovacia sondová mikroskopia 

�

Pod pojmom Rastrovací sondový mikroskop (Scanning Probe Microscope - SPM) rozumieme celý 

rad mikroskopických metód vyu�ívajúcich bu�  tunelový jav medzi hrotom sondy (ihla s polomerom 

zakrivenia hrotu rádovo jednotky nanometrov (10-9 m)) a meraným povrchom, alebo silové pôsobenie medzi 

hrotom sondy a meraným povrchom.  

Mikroskop vyu�ívajúci tunelový jav sa nazýva Rastrovací tunelový mikroskop (Scanning Tunneling 

Microscope - STM), sú� as� ou ktorého je zvy� ajne aj tzv. Rastrovacia tunelová spektroskopia (Scanning 

Tunneling Spectroscopy - STS), vyu�ívaná hlavne na meranie lokálnej hustoty stavov na povrchu 

študovaných materiálov. Tieto metódy poznáme pod skratkou STM/STS. Druhu skupinu sondových 

mikroskopických metód tvoria mikroskopy, ktoré vyu�ívajú silové pôsobenie medzi hrotom sondy 

a povrchom študovaného materiálu. V prípade pôsobenia medziatómových síl medzi hrotom sondy 

a povrchom hovoríme o Atómovom silovom mikroskope (Atomic Force Microscope -AFM). Ak je hrot 

pripravený z magnetického materiálu a študujeme magnetický materiál, uplat� ujú sa magnetické sily medzi 

hrotom sondy a študovaným povrchom látky a hovoríme o Magnetickom silovom mikroskope (Magnetic 

Force Microscope - MFM). V sú� asnosti je rozvinutých mno�stvo silových metód a ozna� ujeme ich 

akronymom SFM (Scanning Force Microscopy). V nasledujúcej tabu� ke spomenieme aspo�  niektoré z nich. 

 

Názov mikroskopickej metódy 

Name of microscopic method 

Akronym 

Engl. 

Typ interakcie hrotu sondy a povrchu 

   

Rastrovací tunelový mikroskop 

Scanning Probe Microscope 

 

STM    [1] 

Tunelový jav 

Rastrovacia tunelová spektroskopia 

Scanning Tunneling Spectroscopy 

 

STS      [2] 

Tunelový jav 

   

Atómový silový mikroskop 
Scanning Atomic Force Microscope  

 

AFM    [3] 

Medziatómové silové pôsobenie medzi 
hrotom a povrchom 

Magnetický silový mikroskop 

Scanning Magnetic Force Microscope 

 

MFM   [4] 

Pôsobenie magnetických síl medzi 
magnetickým hrotom sondy 
a magnetickým povrchom materiálu 
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Elektrostatický silový mikroskop 

Scanning Electrostatic Force microscope 

 

EFM    [5] 

Pôsobenie elektrostatických sil medzi 
hrotom sondy a povrchom materiálu   

Laterálny silový mikroskop 

Scanning Lateral Force Microscope 

 

LFM    [6] 

Ako AFM s dodato� ným pôsobením aj 
laterálnych síl na hrot sondy 

Rastrovací teplotný mikroskop 

Scanning Thermal Microscopy 

 

SThM  [7] 

Meranie teploty povrchov materiálov  

   

Rastrovací blízkopo� ový optický mikroskop 

Scanning Near Field Optical Microscope 

 

SNOM [8] 

Interakcia optického �iarenia s povrchom 
v submikrometrovej oblasti 

� 

Tab.4.1 Rozdelenie sondových mikroskopických metód�

��

Tunelový rastrovací mikroskop bol zhotovený Binningom a Rohrerom v roku 1981 v IBM Zürich 

Research Laboratory, Rüschlikon, vo Švaj� iarsku. Tento typ mikroskopu predstavuje prvé zariadenie, 

pomocou ktorého bolo mo�né zmapova�  trojrozmerné povrchy vodivých tuhých látok s atómovým 

rozlíšením. Za objav STM dostali Binning a Rohrer Nobelovú cenu za fyziku v roku 1986, t.j. iba pä�  rokov 

po svojom objave.  

��
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5. Tunelová mikroskopia a spektroskopia  

�

Princíp Rastrovacieho tunelové mikroskopu je zalo�ený na fundamentálnom jave kvantovej 

mechaniky známeho u� na za� iatku 20-tého storo� ia pod pojmom tunelový jav. Na základe tunelového javu 

boli za� iatkom minulého storo� ia vysvetlené mnohé javy, ktoré na základe klasickej fyziky nebolo mo�né 

objasni� . Ide napríklad o vysvetlenie rozpadu jadier � a�kých prvkov - a � astice (Gamov 1928), ionizácie 

atómu vodíka v externom elektrickom poli (Oppenheimer 1928), studenej emisie elektrónov z kovov 

(Fowler a Nordheim 1928), tunelového javu v spojoch kov - vákuum – kov (Frenkel 1930) a v spojoch kov - 

izolátor – kov (Somerfeld a Bethe 1933), ako aj zhotovenie a vysvetlenie princípu � innosti tunelovej diódy 

(Esaki 1957) a podanie experimentálneho dôkazu hustoty stavov supravodi� ov (Giaver 1960). 

 

5.1 Tunelový jav 

 

Predstavme si dve kovové elektródy oddelené potenciálovou bariérou (v reálnom ponímaní oddelené napr. 

vákuovou medzerou, alebo dielektrickým materiálom). V klasickom ponímaní by cez takýto systém nemal 

tiec�  �iaden prúd. Ak však vákuová medzera, resp. hrúbka dielektrického materiálu dostato� ne tenká 

(rádovo jednotky nanometrov – 10-9 m), prístrojmi mô�eme zmera�  exponenciálne narastanie prúdu so 

zmenšujúcou sa šírkou medzery, resp. hrúbky dielektrického materiálu.  Tento jav je mo�né vysvetli�  

pomocou kvantovej mechaniky, kde predpokladáme vlnovú povahu elektrónu. 

�

 

Predpokladáme kov s vo� nými elektrónmi (V(x) = 0 v regióne I. a III. a V(x) > 0 v regióne II.) 
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Riešenie Schrödingerovej � asovo nezávislej rovnice 
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V � alšej � asti si odvodíme tunelový prúd v stacionárnom prípade pre tunelový spoj Normálny kov – izolátor 

– normálny kov (NIN).  
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Tunelový prúd – stacionárny prípad 
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Obr.5.1   Závislos�  prúdu od napätia pre tunelový spoj a vodi� . 

�

5.2 Rastrovací tunelový mikroskop 

�


 innos�  Rastrovacieho tunelového mikroskopu je zalo�ená na vyššie popísanom jave. Ak zoberieme 

ve� mi ostrú ihlu (s polomerom zakrivenia nieko� ko nanometrov a� desiatok nanometrov) a pribli�ujeme ku 

skúmanému povrchu (medzi ihlu a skúmanú vzorku prilo�ime napätie rádovo stovky milivoltov), pri 

vzdialenosti hrotu ihly od povrchu vzorky rádovo jednotiek nanometrov za� ína medzi nimi preteka�  

experimentálne merate� ný prúd, ktorého ve� kos�  je rádovo nanoampére (INN ~ 10-9 A). 

Prúd medzi hrotom a vodivou vzorkou si mô�eme vyjadri�  pomocou vz� ahu I = J/S, kde J je prúdová 

hustota odvodená v predchádzajúcom vz� ahu a S je plocha. Pri ur� itých zjednodušeniach (hustoty stavov 

N1(E), N2(E) sú konštantné, rozdiel Fermiho rozde� ovacích funkcií je pre T = 0 K rovný 1) závisí tunelový 

prúd iba od koeficientu pravdepodobnosti prechodu elektrónu cez bariéru D a v kone� nom dôsledku 

mô�eme napísa�  vyjadrenie pre prúd v tvare: 
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Najpodstatnejším momentom je to, �e tunelový prúd exponenciálne závisí od vzdialenosti d hrotu 

a povrchu vzorky. Detailným výpo� tom je mo�né ukáza� , �e pri zmene d o 0.1 nm (� o je zrovnate� né s 

rozmerom atómu) sa zmení tunelový prúd skoro o jeden rád, t.j. desa�  krát. Ak by sme dokázali lineárne 

posúva�  hrot ponad povrch vzorky v konštantnej vzdialenosti, atómy na povrchu predstavujú pre takýto 

systém nerovnosti, ktoré doká�u meni�  tunelový prúd a� o jeden rád.  To vlastne vyu�ili Binning a Rohrer 

pri konštrukcii rastrovacieho tunelového mikroskopu. Ako posuvný systém pou�ili piezokryštály (kryštály 

meniace svoj rozmer v dôsledku prilo�eného napätia) na ktorý pripevnili hrot. Zmenou napätí na troch 

piezokryštáloch dokázali meni�  pozíciu hrotu v x-ovej, y-ovej aj z-ovej osi a sú� asne merali tunelový prúd 

medzi hrotom a povrchom vzorky (obr. 5.2). 

�

Obr. 5.2   Schematické znázornenie posuvu hrotu nad skúmaným povrchom pomocou troch piezokryštálov. 

 

Na obrázku 5.3 je znázornené rastrovanie povrchu meranej vzorky v dvoch smeroch, pri� om pohyb 

hrotu nad povrchom vzorky je zabezpe� ený meniacim sa napätím na piezokryštáloch.  
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Obr. 5.3   Rastrovanie povrchu v x-ovej a y-ovej osi. Tunelový prúd je meraný iba v smeroch vyzna� ených plnou � iarou. 

Rastrovací tunelový mikroskop mô�e pracova�  v dvoch módoch (Obr.5.4): 

1. Mód konštantnej výšky 

2. Mód konštantného prúdu 

V prvom prípade sa výška hrotu v z-ovej osi po� as rastrovania nemení a v dôsledku nerovnosti povrchu 

(a� na atomárnej úrovni) sa mení tunelový prúd, ktorý meriame. Zo zmeny tunelového prúdu mô�eme 

zrekonštruova�  trojrozmernú mapu študovaného materiálu. 

V druhom prípade prístroj zachováva konštantný prúd medzi hrotom a povrchom vzorky. Poloha hrotu sa 

teda musí meni�  a na základe pohybu hrotu v z-ovej osi, t.j. zmeny napätia nakladaného na piezokryštál, 

mô�eme opä�  zrekonštruova�  trojrozmerný obraz povrchu meranej vzorky a to a� na atomárnej úrovni. 

Pohyb hrotu je zabezpe� ený zmenou napätia na prisluchajúcom piezokryštále, ktoré sa mení v dôsledku 

zavedenia spätnej väzby viazanej na tunelový prúd. 

 

 Obr.5.4   Princíp rastrovania v móde konštantného konštantnej výšky (a) a konštantného prúdu (b) 
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Obr. 5.5. Reálny obraz povrchu grafitu v atómarnom rozlíšení meranom na Rastrovacom tunelovom mikroskope NT MDT 

SOPLVER P47 na Katedre experimentálnej fyziky FMFI UK v Bratislave. 

 

Na záver je potrebné zdôrazni� , �e Rastrovacím tunelovým mikroskopom mô�eme mera�  iba povrchy 

vodivých vzoriek. Taktie� je potrebné si uvedomi�  zjednodušenia ktoré sme urobili. Predpokladali sme, �e 

hustota stavov študovanej vzorky je konštantná. V prípade �e to tak nie je, zmena v hustote stavov by sa 

mohla klamne prejavi�  ako nerovnos�  povrchu. Z uvedeného dôvodu je vhodné neznáme vzorky preveri�  

nezávislou mikroskopickou metódou (v závislosti od zvä� šenia), napríklad Rastrovacím elektrónovým 

mikroskopom, Atómovým silovým mikroskopom a podobne. 
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6. Rastrovacie silové mikroskopické metódy 

�

Binning s kolegami pokra� oval vo výskume rastrovacích techník a zistili, �e v prípade priblí�enia hrotu 

na ve� mi malé vzdialenosti k povrchu meranej vzorky sa za� ínajú uplat� ova�  medziatomárne sily. Zo 

základného kurzu fyziky vieme, �e najprv sa medzi atómami za� ínajú uplat� ova�  prí� a�livé (atraktívne) sily, 

avšak pri � alšom pribli�ovaní sa za� ínajú uplat� ova�  odpudivé (repulzívne) sily. Na obrázku 6.1 je 

znázornený priebeh medziatómovej sily v závislosti od vzdialenosti atómov (hrubá plná � iara) 

s vymedzením jednotlivých módov Atómového  silového mikroskopu. 

 
Obr. 6.1    Závislos�  medziatómovej sily od vzdialenosti hrotu od povrchu vzorky. 

 

Ak by sme zobrali ve� mi tenkú ihlu a � ahali by sme ju vo ve� mi malej vzdialenosti nad povrchom vzorky, 

v závislosti od vzdialenosti sa budú prejavova�  bu�  atraktívne, alebo repulzívne sily. Ak je ihla umiestnená 

na ve� mi ohybnom dr�iaku, dr�iak sa bude ohýba�  v závislosti od pôsobenia týchto síl medzi hrotom 

a povrchom skúmaného povrchu. 
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Obr. 6.2 
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Obr. 6.3 Jeden z typov rastrovacej sondy s ihlou (s povolením Fy. NT MDT) 

 

Pohyb nosníka s ihlou vo vertikálnom smere je mo�né sníma�  viacerými spôsobmi. Jeden zo spôsobov 

je snímanie tunelového prúdu medzi nosníkom a dodato� ným vodivým hrotom nad nosníkom (Obr. 6.4a). 

Ide vlastne o sériové zapojenie silového rastrovacieho mikroskopu a tunelového mikroskopu so stacionárnou 

polohou hrotu a premenlivou vzdialenos� ou medzi hrotom tunelového mikroskopu a pohybujúceho sa 

nosníka rastrovacieho sondového mikroskopu.  

Druhým spôsobom snímania ohybu nosníka je zapojenie sondového mikroskopu do ramena interferometra, 

kde odrazovú plochu tvorí pozlátený „chrbát“ nosníka sondovacej ihly (Obr. 6.4b). Tretí spôsob je zalo�ený 

na meraní zmeny kapacity, jednu elektródu ktorej tvorí nosník (Obr. 6.4c). V sú� asnosti sa najviac pou�ívajú 

posledné dve metódy (obr. 6.4 d, e).  

�

Obr. 6.4   Nieko� ko metód pou�ívaných pre meranie ohybu nosníka s hrotom – a)  tunelová metóda, b) interferometrická metóda, 

c) kapacitná metóda, d) metóda merania odrazeného lú� a a e) metóda merania rozvá�enia Wheatstonového mostíka. 
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V Rastrovacích silových mikroskopoch pracujúcich pri izbovej teplote je ohyb nosníka meraný 

laserovým lú� om (Obr.6.4d). Laserový lú�  dopadá na zlatom pokrytý „chrbát“ nosníka (kvôli lepšej 

reflektivite) a odrazený lú�  je detekovaný kvadrantovou diódou (štyri diódy mikrometrových rozmerov). Pri 

ohybe nosníka v dôsledku silových interakcií s povrchom vzorky sa zmení aj uhol odrazu a teda aj pozícia 

stopy laserového lú� a na kvadrantovej dióde. Signál z jednotlivých diód nám dáva informáciu o smere 

zakrivenia nosníka a amplitúde ohybu. Z týchto signálov je následne mo�né zrekonštruova�  topografiu 

meranej vzorky. Princíp detekcie odrazeného lú� a je ukázaný na Obr.6.5. 
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Obr.6.5   Princíp merania ohybu nosníka hrotu kvadrantovou diódou 

�

Posledná metóda uvedená na obrázku 6.4e je pou�ívaná hlavne v kryogénnych variantoch Rastrovacích 

sondových mikroskopov. Dôvodom sú problémy s nastavovaním optického systému pri nízkych teplotách 

(a� do 1.5 K), ako aj zmenou parametrov elektronických prvkov. V kryogénnych SPM sa pou�ívajú 

vä� šinou nosníky s Wheatstonovým mostíkom. Wheatsonov mostík je pripravený implantáciou vhodných 

atómov do kremíkového nosníka, � ím vytvoríme štyri odpory vykazujúce piezorezistívny jav. Ohybom 

mostíka v jeho diagonále mô�eme mera�  signál úmerný amplitúde ohybu a následne z tohto signálu mô�eme 

zrekonštruova�  topografiu meranej vzorky. Meranie odchýlky lú� a torzným ohybom lú� a do smerov a jeho 

následnou detekciou vyu�íva tzv. Laterálna silová mikroskopia (Lateral Force Microscopy - LFM). 
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Obr. 6.6. Princíp � innosti Rastrovacieho silového mikroskopu 

�

�

�

Obr.6.7  Topografia zafírovej podlo�ky (Al2O3) pou�ívanej na depozíciu tenkých vrstiev. Na x-ovej a y-novej osi sú hodnoty 

rastrovacej plochy, na pravej strane je zobrazená (aj farebne) výška povrchu v z-tovej osi. 
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Obr.6.8 Topografia štruktúry pripravenej na titánovej tenkej vrstve so zobrazením jedného prie� ného zosnímania povrchu na 

zobrazenie výškového prierezu štruktúry. 

 

6.1 Magnetický silový mikroskop 

�

Magnetický silový mikroskop je zalo�ený na pôsobení magnetických síl medzi hrotom pokrytom 

magnetickým materiálom a magnetickou vzorkou. V takom prípade je sila 
®

F  pôsobiaca na hrot daná ako 

gradient energie 

�
	



�
�

Ñ=

®®®

HmF .  

 

kde m je magnetický moment hrotu a H je magnetické pole vzorky. Predošlý poh� ad na rekonštrukciu 

magnetického povrchu meraného objektu je zjednodušený, preto�e magnetická sila nie je v�dy priamo 

úmerná magnetizácii povrchu vzorky. Napríklad pri vedení hrotu blízko povrchu vzorky bude intenzita 

magnetického po� a najvä� šia na hranici z�n. 
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Obr.6.9  Princíp � innosti Magnetického silového mikroskopu. 

 

Moderné MFM pracujú iba v nekontaktnom re�ime s moduláciou hrotu (kmitaním hrotu). V takom 

prípade aproximujeme silové pôsobenie povrchu vzorky na hrot pomocou silového pôsobenia dvoch 

magnetických � astíc. Pre dve � astice s priemerom 10 nm (pribli�ne priemer hrotu) a ich vzdialenosti d = 10 

nm (zvy� ajná vzdialenos�  hrotu od povrchu ) je pôsobiaca sila asi 5x10-11 N a gradient sily »¶¶ zF /  2x10-2 

N/m. 

 
Meracia technika 

 
MFM pracuje v nekontaktnom re�ime so vzdialenos� ou hrotu od meranej vzorky asi 10 nm. Základné 

� asti meracieho systému sú: 

- ostrý magnetický hrot pripravený z  - nemagnetického materiálu pokrytého magnetickým 

materiálom alebo magnetických supermrie�ok, citlivý senzor odchýlky dr�iaku hrotu, mechanický rastrovací 

systém v x, y a z smeroch pomocou piezokryštálov, elektronické a programové vybavenie a zobrazovací 

systém (po� íta� ). 

Na snímanie interakcie hrotu a povrchu vzorky je mo�né pou�i �  viacero metód, napríklad: 

· nekontaktná statická metóda  

· nekontaktné metóda s vibráciou hrotu - s konštantnou frekvenciou  

· s fázovým závesom 

Najjednoduchšou metódou je nekontaktná statická metóda. V tomto re�ime snímame ohyb dr�iaku hrotu v 

dôsledku zmeny sily medzi povrchom vzorky a hrotom. V takom prípade je pod� a Hookovho zákona 

vychýlka dr�iaku hrotu daná ako D z=Fn/c, kde Fn je normálová zlo�ka sily a c je konštanta spru�iny (dr�iak 

hrotu). V tomto re�ime je rozlíšenie v smere osi z asi 10-11 m a minimálna detekovate� ná sila Fmin = 10-11 N. 
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Ove� a citlivejšie metódy sú zalo�ené na oscilácii dr�iaka hrotu a meraním zmeny jeho rezonan� nej 

frekvencie. Tieto metódy sú zalo�ené na zmene gradientu sily F' = dF/dn. Zmenou gradientu sily sa mení aj 

efektívna konštanta pru�iny (dr�iaku hrotu), ktorá je daná ako ceff = c-F', kde F' je gradient sily v smere osi 

z, t.j. zFF z ¶¶= /' . V dôsledku zmeny konštanty spru�iny sa mení aj rezonan� ná frekvencia systému  
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Typické závislosti amplitúdy A kmitov spru�iny od frekvencie je na nasledujúcom obrázku. 

 
Obr.6.10 Závislos�  amplitúdy kmitov nosníka hrotu od zmeny sily medzi hrotom a meranou vzorkou. 

 

Na meranie zmeny frekvencie sa pou�íva viacero metód. Pri metóde s konštantnou frekvenciou 

naladíme systém na frekvenciu w D (~ 105 Hz) blízko rezonan� nej frekvencie a modulujeme ju nízkou 

frekvenciou (~ 103 Hz). Zmenu amplitúdy a fázy meriame tzv. Lock-in technikou. 

Pri metóde s fázovým závesom naladíme systém do rezonancie (w 0), pri� om tá je tie� amplitudovo 

modulovaná. Pri zmene ceff sa zmení aj rezonan� ná frekvencia. Fázovým závesom "do� ahujeme" frekvenciu 

do vrcholu rezonan� nej krivky (zachovanie konštantnej amplitúdy). V tomto prípade je zmena gradientu sily 

úmerna zmene frekvencie. 

Citlivos�  je v obidvoch prípadoch porovnate� ná a je vä� šia ako pri statickej metóde. Pre typické 

parametre c = 1 N/m, w 0 = 105 Hz, Q=100, B= 103 Hz (Q je kvalita rezonátora, B je modula� ná frekvencia) 

je »'
minF  1,3x10-4 N/m (vo vákuu je Q asi 1000 a F' sa zvyšuje a� na 10-5 N/m.). Minimálna detekovate� ná 

zmena sily F = 5x10-13 N a citlivos�  je asi 5x10-13 m.  

�



�

�

		� �

�

Obr.6.11 Uká�ka magnetickej mapy nosi� a informácií pou�ívaného v po� íta� ových pevných diskoch. Rozmer obrázka je 14 x 14 

� m2 (s povolením Fy. NT MDT). 

Uká�ky dvoch typov SPM pou�ívaných na Katedre experimentálnej fyziky FMFI UK sú na nasledujúcich 

obrázkoch. 
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Obr.6.12  Hlavica Rastrovacieho silového mikroskopu NT MDT typ SOLVER P47 s optickým mikroskopom a CCD kamerou pre 

nastavenie laserového lú� a. 
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Obr.6.13 Kryogénny Rastrovací silový mikroskop s antivibra� ným kryostatom Oxford Instruments Optistat SXM (v� avo) 

a detail hlavice Rastrovacieho silového mikroskopu (vpravo) 
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7.  ISO 17025 

Táto akredita� ná norma kladie všeobecné po�iadavky na kompetentnos�  skúšobných a kalibra� ných 

laboratórií. Neobsahuje zákonné a bezpe� nostné po�iadavky ale obsahuje všetky po�iadavky, ktoré musia 

skúšobné a kalibra� né laboratóriá sp�� a� , ak chcú preukáza� , �e: 

- Prevádzkujú systém mana�érstva 

- Sú technicky kompetentné 

- Sú schopné dosahova�  technicky platné výsledky 

Mo�nos�  výnimiek z po�iadaviek normy v prípade, ak laboratórium nevykonáva dané � innosti (napr. odber 

vzoriek) 

Norma sa vz� ahuje na oblasti: 

  - Systémy kvality 

- Administratívne systémy 

- Technické systémy 

 

7.1 Po�iadavky na mana�ment 

 

Špecifikuje po�iadavky na seriózny mana�ment. Sú tu zahrnuté všetky po�iadavky ISO 9001 

aplikovate� né v � innosti laboratórií vrátane osobitných špecifík: 

- Nezávislos� , nestrannos� , bezúhonnos�  

- Právna zodpovednos�  

- Kontrola konfliktu záujmov 

 

1 Organizácia 

Laboratórium musí by�  právne zodpovedné, � o zahr� uje aj zabezpe� enie ochrany dôverných 

informácií a vlastníckych práv.  Musia sa definova�  zodpovednosti k� ú� ových pracovníkov, aby bolo mo�né 

zisti�  konflikt záujmov. Zárove�  existuje technický mana�ment so zodpovednos� ou za odborné � innosti a za 

poskytovanie zdrojov. Systém mana�érstva sa musí vz� ahova�  na stále laboratórne priestory, miesta mimo 

stálych priestorov i na do� asné alebo mobilné zariadenia.   
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2 Systém mana�érstva 

Po�iadavky na�  sú kompatibilné s ISO 9001. Je nutné zavies�  systém mana�érstva a vyhlási�  

politiku kvality. Zameranie je hlavne na plnenie po�iadaviek zákazníka a taktie� je potrebné zabezpe� i�  

celistvos�  systému mana�érstva v prípade zmien. 

 

3 Riadenie dokumentácie �

Zah�� a v sebe riadenie všetkých dokumentov. Schva� ovanie dokumentov je len oprávnenými 

pracovníkmi, pri� om sa vedie zoznam dokumentov. Taktie� udáva ozna� ovanie dokumentov  (dátum 

vydania, � íslované strany, vydávajúci orgán) a riadi zmeny v dokumentoch. 

 

4 Preskúmanie po�iadaviek, tendrov a zmlúv 

Zmluva musí by�  prijate� ná pre zákazníka i pre laboratórium, pri� om zákazník musí by�  

informovaný o prípadných odchýlkach od zmluvy. Je nutná dokumentácia po�iadaviek a zárove�  sa vedú 

záznamy o preskúmaní po�iadaviek vrátane významných zmien. Pri zmene zmluvy je potrebné zopakova�  

proces preskúmania po�iadaviek. 

 

5 Subdodávky skúšok a kalibrácií 

Subdodávky mô�u by�  zadané iba kompetentnému subdodávate� ovi. Je nutné informova�  zákazníka 

o subdodávke a nesie sa  zodpovednos�  za práce vykonané subdodávate� om (okrem legislatívne 

stanovených subdodávate� ov). Je potrebné vedenie zoznamu všetkých subdodávate� ov a záznamov o dôkaze 

zhody s ISO 17025. 

 

6 Nakupovanie slu�ieb a dodávok 

Kapitola sa venuje riadeniu dodávok ovplyv� ujúcich kvalitu. Nakupované polo�ky s vplyvom na 

kvalitu sa mô�u pou�i�  a� po vstupnej kontrole, tento nákup musí by�  zdokumentovaný. Je nutné vedenie 

zoznamu všetkých dodávate� ov s vplyvom na kvalitu. 

 

7 Slu�ba zákazníkovi 

Sú vytvorené podmienky na spoluprácu so zákazníkom pri vyjas� ovaní po�iadaviek a pri 

monitorovaní � innosti laboratória, zárove�  sa zis� uje spätná väzba od zákazníka (hodnotenie 

spokojnosti/nespokojnosti zákazníkov). Spätná väzba sa vyu�íva na zlepšovanie � innosti laboratória. 
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8 S� a�nosti 

Je potrebné stanovenie politiky a postupu na riešenie s� a�ností, pri� om je nutné bra�  do úvahy 

s� a�nosti nielen od zákazníkov, ale aj od iných zainteresovaných strán. O s� a�nostiach, ich preskúmaní a o 

nápravných � innostiach je potrebné vies�  záznamy. 

 

9 Riadenie nezhodnej práce pri skúškach a/alebo kalibráciách 

Stanoví sa politika a postup na riešenie situácií, kedy práce alebo jej výsledky nie sú v súlade s 

vlastnými postupmi alebo odsúhlasenými po�iadavkami zákazníka. Vytvorí sa mana�érstvo nezhodnej práce 

(zastavenie prác, vyhodnotenie nezhody, náprava, informovanie zákazníka, opätovná práca) a prijímajú sa 

nápravné opatrenia. 

 

10 Zlepšovanie 

Trvalé zlepšovanie efektívnosti systému mana�érstva vyu�ívaním: politiky kvality, cie� ov kvality, 

výsledkov auditov, analýzy údajov, nápravných a preventívnych � inností, preskúmania mana�mentom. 

 

11 Nápravná � innos�  

Musí by�  vytvorená politika a postup pre nápravnú � innos� , ktorá zahr� uje analýzu prí� in problému, 

výberu a zavedenia nápravných � inností, monitorovania nápravných � inností a doplnkových auditov 

(povinné v prípade problému, ktorý spochyb� uje zhodu laboratória s vlastnými postupmi alebo ISO 17025). 

 

12 Preventívna � innos�  

Zahr� uje v sebe identifikáciu potrebných zdrojov zlepšovania a potenciálnych zdrojov nezhôd; 

vypracovanie, zavedenie a monitoring plánov � inností a zabezpe� enie efektívnosti preventívnych � inností. 

Odporú� a sa vyu�i�  analýzy údajov (vrátane trendov), rizík a výsledkov skúšok spôsobilosti. 

 

13 Riadenie záznamov 

Ide o riadenie záznamov o kvalite a technických záznamov, ktoré musia by�  � itate� né, prístupné 

a chránené. Všetky záznamy sú dôverné. Je potrebné vytvori�  postupy na ochranu záznamov v elektronickej 

forme. Pozorovania, údaje a výpo� ty sa musia zaznamena�  v � ase, ke�  sa urobili. Pôvodné chyby v 

záznamoch sa nesmú vymaza�  alebo zne� itate� ni� . 
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14 Interné audity 

Vypracuje sa plán interných auditov. Za plánovanie a organizovanie auditov zodpovedá MK. Interní 

audítori musia by�  nezávislí od � innosti, ktorá sa audituje. Pri zistení nezhody je potrebné prija�  nápravné 

opatrenia. Je nutné zaznamenanie oblasti auditu, zistení auditu a nápravných � inností. 
 innosti vykonané 

následne sa musia overi�  a zaznamena� . 

 

15 Preskúmanie mana�mentom 

Ide o posúdenie systému mana�érstva laboratória, skúšobných a/alebo kalibra� ných � inností s 

cie� om zabezpe� i�  trvalú vhodnos�  a efektívnos�  a zavedenie nevyhnutných zmien, o ktorých sa vedú 

záznamy. Je vytvorený primeraný a dohodnutý harmonogram � inností vyplývajúcich z preskúmania 

mana�mentom. 

 

7.2  Technické po�iadavky 

 

1 Všeobecne 

Hlavnými faktormi s vplyvom na správnos�  a spo� ahlivos�  skúšok a kalibrácií sú 

- � udské faktory, priestory a prostredie, metódy a metódy validácie, zariadenia, nadväznos�  

meraní, odber vzoriek,  manipulácia s predmetmi skúšania/kalibrácie 

 

2 Pracovníci 

Mana�ment laboratória musí zabezpe� i�  kompetentnos�  všetkých pracovníkov, ktorí prevádzkujú 

špeciálne zariadenia, vykonávajú skúšky a/alebo kalibrácie, vyhodnocujú výsledky a podpisujú skúšobné 

protokoly a kalibra� né certifikáty. Ak sa vyu�ijú zamestnanci, ktorí sa práve pripravujú, musí sa zabezpe� i�  

primeraný doh� ad. Je nutné vypracovanie politiky a postupov na poskytovanie prípravy pracovníkov. 

Taktie� je potrebné vyu�ívanie interných pracovníkov / doh� ad nad externými pracovníkmi. Sú vytvorené 

popisy práce - mana�éri, technickí a k� ú� oví podporní pracovníci. Ur� ia sa osobitní pracovníci (odbery 

vzoriek, výkon skúšok/kalibrácií, vydávanie protokolov, interpretácie). Udr�iavajú sa záznamy o 

oprávneniach, kvalifikácií, kompetentnosti a vzdelávaní. 
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3 Priestory a podmienky prostredia 

Umo�� ujú správne vykonávanie skúšok/kalibrácií. Laboratórium musí zabezpe� i� , aby podmienky 

prostredia neznehodnocovali výsledky alebo nepriaznivo neovplyv� ovali po�adovanú kvalitu akéhoko� vek 

merania.� Je zabezpe� ené monitorovanie, riadenie a zaznamenávanie podmienok prostredia. Sú prijaté 

opatrenia proti vzájomnej kontaminácií a je zabezpe� ená kontrola prístupu do miest ovplyv� ujúcich kvalitu 

skúšok/kalibrácií. Taktie� sú vytvorené opatrenia na zabezpe� enie � istoty a poriadku v laboratóriu. 

4 Skúšobné a kalibra� né metódy 

Laboratórium musí pou�íva�  vhodné metódy a postupy pre všetky skúšky a/alebo kalibrácie v oblasti 

svojej pôsobnosti. Patrí sem odber vzoriek, manipulácia, preprava, ulo�enie a príprava predmetov na 

skúšanie a/alebo kalibráciu a tam, kde treba, odhad neistoty merania, ako aj štatistické techniky na analýzu 

údajov zo skúšok alebo kalibrácií. Zárove�  existujú návody na prevádzku dôle�itých zariadení. 

Laboratórium musí pou�íva�  skúšobné a/alebo kalibra� né metódy vrátane postupov odberu vzoriek, ktoré 

sp�� ajú potreby zákazníka a ktoré sú vhodné pre vykonávané skúšky a/alebo kalibrácie. Prednostne sa musia 

pou�íva�  metódy publikované v medzinárodných, regionálnych alebo národných normách. Metódy vyvinuté 

laboratóriom musia by�  zavedené plánovito a kvalifikovanými pracovníkmi.�Neštandardné metódy musia 

by�  odsúhlasené zákazníkom. Vyvinutá metóda sa musí pred pou�itím validova� .  

Validácia je potvrdenie preskúmaním a poskytnutie objektívneho dôkazu, �e konkrétne po�iadavky na 

zamýš� ané pou�itie sú splnené. Laboratórium musí validova�  neštandardné metódy, laboratóriom 

navrhnuté/vyvinuté metódy, štandardné metódy, ktoré sa pou�ívajú mimo oblas�  ich zamýš� aného pou�itia, 

a rozšírenia a modifikácie štandardných metód, aby sa potvrdila ich vhodnos�  na dané pou�itie. Kalibra� né 

laboratórium alebo skúšobné laboratórium, ktoré vykonáva vlastné kalibrácie, musí ma�  a musí pou�íva�  

postupy na odhad neistoty merania pre všetky kalibrácie a druhy kalibrácií.  

Pri ur� ovaní neistoty merania sa musia vzia�  do úvahy všetky zlo�ky neistoty. Výpo� ty a prenosy údajov sa 

musia vhodným spôsobom systematicky kontrolova� . Prebieha aj validácia programového vybavenia. Sú 

zavedené postupy na neporušite� nos�  a dôvernos�  údajov. Je zabezpe� ené udr�iavanie po� íta� ov a 

automatizovaných prostriedkov. 

Komer� ný softvér dodávaný zo skladu (napr. programy na spracovanie textov, databázy a štatistické 

programy), ktorý sa be�ne pou�íva v rámci ur� eného cie�a, mo�no pova�ova	  za dostato� ne validovaný  

 

5 Zariadenie 

Laboratórium sa musí vybavi�  všetkými zariadeniami na odber vzoriek, meracími a skúšobnými 

zariadeniami po�adovanými na správne vykonávanie skúšok a/alebo kalibrácií (vrátane odberu vzoriek, 
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prípravy predmetov na skúšanie a/alebo kalibráciu, spracovania a analýzy skúšobných a/alebo kalibra� ných 

údajov). Je splnená po�adovaná presnos� , kalibra� né programy, oprávnení pracovníci, ozna� enie zariadení, 

vedenie záznamov, návody. Taktie� sa vykonávajú medzikontroly (medzi naplánovanými kalibráciami). Je 

nutná ochrana hardvéru a softvéru pred nastaveniami, ktoré by mohli znehodnoti�  výsledky 

skúšok/kalibrácií. 

6 Nadväznos�  meraní 

 Všetky zariadenia pou�ívané na skúšky a/alebo kalibráciu vrátane zariadení na dopl� ujúce merania 

(napr. stavu prostredia), ktoré majú podstatný vplyv na presnos�  alebo platnos�  výsledku skúšky, kalibrácie 

alebo vzorkovania, musia sa pred uvedením do prevádzky kalibrova� . Program kalibrácie zariadenia 

kalibra� ných laboratórií sa musí zostavi�  a prevádzkova�  tak, aby sa zabezpe� ila nadväznos�  všetkých 

kalibrácií a meraní vykonaných laboratóriom na medzinárodnú sústavu jednotiek (SI). Kalibrácie, ktoré sa 

nedajú robi�  v jednotkách SI musia by�  zabezpe� ené vytvorením nadväznosti na príslušné štandardy 

(referen� né materiály, špecifikované metódy). Vykonávajú sa aj medzilaboratórne porovnávania. 

Laboratórium musí ma�  program a postupy na kalibráciu svojich referen� ných etalónov. Referen� né 

materiály musia nadväzova�  na jednotky SI alebo na certifikované referen� né materiály. Musí by�  

vypracovaný postup na manipuláciu, prenášanie, ulo�enie a pou�ívanie referen� ných etalónov a 

referen� ných materiálov, aby sa zabránilo ich zne� isteniu alebo poškodeniu. 

7  Odber vzoriek 

Ak laboratórium vykonáva odber vzoriek látok, materiálov alebo výrobkov pre nasledujúce skúšanie 

alebo kalibráciu, musí ma�  plán a postupy odberu. Plán aj postup odberu vzoriek musí by�  k dispozícii na 

mieste, kde sa odber vykonáva. Vypracovaný postup zaznamenávania údajov a úkonov týkajúcich sa odberu 

vzoriek: 

Postup odberu 

Identifikácia osoby 

Podmienky prostredia (ak je dôle�ité) 

Identifikácia miesta odberu 

Štatistická procedúra pou�itá pri odbere vzoriek (ak je to vhodné) 

8  Zaobchádzanie s predmetmi skúšania/kalibrácie 

Laboratórium musí ma�  postupy na prenášanie, preberanie, manipuláciu, ochranu, ulo�enie, 

podr�anie a/alebo likvidáciu predmetov skúšania/kalibrácie vrátane všetkých opatrení potrebných na 

ochranu týchto predmetov proti porušeniu a na ochranu záujmov laboratória a zákazníka. Laboratórium musí 

ma�  systém identifikácie predmetov skúšania/kalibrácie. Pri preberaní predmetu skúšania alebo kalibrácie sa 
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musia zaznamena�  všetky nezvy� ajnosti alebo odchýlky. Musia existova�  postupy a vybavenie na vylú� enie 

znehodnotenia, straty alebo poškodenia predmetov skúšania/kalibrácie  

9 Zabezpe� ovanie kvality výsledkov 

Je zabezpe� ené monitorovanie platnosti vykonaných skúšok/kalibrácií. Zaznamenávajú sa údaje 

a vyhodnocujú tendre. V rámci monitorovania: 

Pou�ívanie certifikovaných referen� ných materiálov (medzilaboratórne porovnávania) 

Opakovanie skúšok 

Preskúšanie/rekalibrácia  

Analyzovanie údajov 

Prijímanie opatrení na nápravu 

 

10 Oznamovanie výsledkov 

O výsledkoch skúšky/kalibrácie musí by�  podaná jednozna� ná a objektívna správa. Všetky 

informácie po�adované zákazníkom je potrebné pripravi�  na interpretáciu výsledkov skúšky/kalibrácie. Je 

vytvorený obsah protokolu o skúške/kalibra� ného certifikátu. Ak laboratórium zahrnie názory a 

interpretácie, musí zdokumentova�  podklady, na základe ktorých vznikli. Potrebná je tie� identifikácia 

subdodávate� ov. Dodatky k protokolu o skúške/kalibra� nému certifikátu sú iba formou � alšieho dokumentu. 

�

�
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Tipy a triky pri pou�ívaní optických mikroskopov   

 

Dvojitý obraz: 

ak máte pocit, �e pri pozorovaní do mikroskopu máte dvojitý obraz, je mo�né, �e nemáte správne nastavenú 

vzdialenos� . Regulácia vzdialenosti je pri mikroskope ve� mi dôle�itá.  

Parfokálny optický systém: 

ide o optický systém, ktorý je schopný udr�a�  zaostrenie aj pri zmene objektívu. 

Centrovanie kondenzoru: 

niektoré mikroskpy majú kondenzor priamo vycentrovaný. Pri správnom pou�ívaní u ostatných 

mikroskopov je nutné kondenzor vycentrova� . 

Kamera na mikroskope: 

niekedy sa obraz z kamery nezobrazí, preto�e obraz sa nevytvrára v správnej vzdialenosti pred kamerou, 

preto nie je vidie�  �iaden obraz. Na niektoré mikroskopy je dokonca mo�né pripoji�  fotoaparát, � i be�ne 

pou�ívanú kameru. 

Ve� ké zvä� šenie: 

pri ve� kom zvä� šení (objektív 100x) nemusí by�  obraz v�dy ostrý. Vtedy je nutné pou�i�  imerznú kvapalinu, 

ktorá pomáha zaostri�  obraz pomocou jednoduchých zákonov optiky (index lomu). 

Rovina zaostrania mikroskopu: 
niekedy mikroskopy neudr�iavajú rovinu zaostrenia, teda objekt nie je zaostrený neustále. To je mo�né 
odstáni�  nastavením, prípadne dotiahnutím zaostrovacích skrutiek. 

Osvetlenie: 
pri neúplnom osvetlení vzorky len vycentrujte kondenzor. 


 istenie mikroskopu: 
intenzita � istenia závisí na intenzite pou�ívania. Pri � istení však v�dy pou�ite prípravky a utierky ur� rné na 
� istenie jemnej optiky! 
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