Konstrukce a funkce svételného mikroskopu

Svételny mikroskop je komplexni opticky pfistroj, ktery pomoci nékolika optickych soustav
zvétSuje zorny Uhel (https://cs.wikipedia.org/wiki/Zorné_pole) oka, a tim zlepSuje jeho
rozliSovaci schopnost az tisickrat. )

RozliSovaci mez oka je za normalnich podminek asi 0,2 mm, rozliSovaci schopnost svételného
mikroskopu je asi 200 nm. 1!

Soucasti svételného mikroskopu a jejich funkce
Moderni svételny mikroskop se skladd z tri zadkladnich optickych soustav:

= svételného aparatu,
= objektivu (https://cs.wikipedia.org/wiki/Objektiv),
= okularu (https://cs.wikipedia.org/wiki/Okular).

Tyto ¢asti jsou doplnény mechanickou soustavou v jeden funkcni celek. Ve vyvojové
starsich mikroskopech bylo bézné pouZivani pouze jedné dvojvypouklé spojovaci ¢ocky (https
://cs.wikipedia.org/wiki/Co¢ka_(optika)) a svétla kahanu nebo svice 2,

Svételny mikroskop je pouzivan zejména pro svou relativné snadnou vyrobu a schopnost
pozorovat preparaty dynamicky, bez jejich poskozeni (na rozdil od mikroskop@ vyuzivajicich
jiné typy elektromagnetického zareni) a se zachovanim barvy (na rozdil od elektronovych
mikroskop@).

Hlavni soucasti
svételného
mikroskopu: 1)
okuldry, 2) oto¢ny
revolver, 3) objektivy,
4) makrosroub, 5)
mikrosroub, 6) stolek,
7) svételny zdroj, 8)
kondenzator a clona,
9) krizovy posun

Pri pripravé preparatl jsou ¢asto uzivana barviva, kterd zakryji pravou barvu vzorku; stale jsou ale zachovany réizné

odstiny a hloubky barev na mistech s odlisSnymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi

Osvétlovaci aparat

Osvétlovaci aparat slouzi k co nejdokonalejSimu osvétleni predmétové roviny (tedy roviny stolku, na kterém se
nachazi preparat). Hlavni funkci je zajisténi spradvného sméru a intenzity svételnych paprskl k adekvatnimu
prosviceni preparatu (bez nezddoucich odleskd, tak, aby byly rysy a struktury preparatu co nejvice zfetelné). Tato
funkce je nejlépe splnéna pri uplathovani tzv. Kéhlerova osvétlovaciho principu, ktery bude popsan nize.
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Osvétlovaci aparat je obvykle tvoren:

= zdrojem svétla, obvykle halogenovou lampou o vykonu 50-100 W nebo xenonovou lampou o vykonu 75-150

W,
= kolektorovou c¢ockou, kterd soustreduje svételné paprsky vychdazejici ze zdroje,

= polni clonou, kterd je umisténa tésné za kolektorovou ¢ockou u zdroje svétla a determinuje primér sloupce
svétla jdouciho do kondenzoru; pri polozaviené polni cloné uvidime ¢ast obrazu s polovi¢nim prdmérem, pfi

pIné oteviené polni clon& uvidime obraz témé&r cely B3],
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= kondenzorem a kondenzorovou (aperturovou) clonou - kondenzor koncentruje svétlo v soumérném
kuzelu smérem k preparatu; kondenzorova clona upravuje Uhel paprskl pfi vrcholu kuzelu: pfi zcela otevrené
kondenzorové cloné je Ghel paprskl vétsi, obraz mikroskopu ztraci barevnou hloubku a kontrast, je svétlejsi a
s lepsim rozliSenim; pri zaviené kondenzorové cloné je Uhel paprskd mensi a obraz nabyvéa barevnou hloubku
a kontrast, ale zaroven tmavne a stdvéd se nezietelnym 4! - nejlepsich vysledkd je dosazeno, pokud je
osvétleno pouze zorné pole objektivu.

Po usmérnéni osvétlovacim apardtem prochazi svétlo nejdrive skrz pozorovany preparat a dale skrz objektiv a
okular. Mezi jednotlivymi slozkami osvétlovaciho aparatu mohou byt poloZzena Sikmo postavena zrcadla, kterd
paprsky svétla sméruji zadoucim smérem, neupravuji ale tvar svételného valce/kuzele.

Kéhlerdv osvétlovaci princip

Kohlerlv osvétlovaci princip je princip nastaveni svételného aparatu tak, aby bylo dosazeno co nejlepsich vysledkd
ve ztretelnosti preparatu. Pri uplatnéni Kéhlerova principu zobrazuje kondenzor polni clonu do pfedmétové roviny a
kondenzorova clona umoziuje proudéni svétla pouze do zorného pole objektivu [,

Objektivova opticka soustava

vvvvvv

determinuje vysledné zvétSeni mikroskopu a vyslednou kvalitu obrazu. Je také nejnarocnéjsi na konstrukci. Obvykle
obsahuje velké mnozstvi ¢ocek réznych tvarl a v rlznych skupinach (v tripletech, dubletech nebo samostatné)
pevné umisténych v objektivovém tubusu. Rozlozeni, pocet a tvar Cocek je u kazdého typu objektivu individudlini a
vyrazné ovliviiuje vSechny parametry objektivu. Celd soustava ¢ocek objektivu funguje dohromady jako spojna
cocka. Objektiv produkuje skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz.

Celkem rozliSujeme tri zakladni konstrukéni typy objektivi: achromaticky objektiv, fluoritovy objektiv a
nejkomplexnéjsi apochromaticky objektiv. Achromaticky a fluoritovy objektiv maji pfi stejné hodnoté zvétseni
mensi pocet ¢ocek a tim paddem vyrazné horsi korekci optickych vad!®l,

achromaticky fluoritovy apochromaticky
Zakladni parametry objektivu ! 4
? 3
Tyto parametry se zdsadné odvijeji od konstrukce objektivu. V praxi
jsou hodnoty pro konkrétni objektiv vétSinou napsany na boku téla
(objimky) vlastniho objektivu. 2 3
= Numericka apertura objektivu, jez zavisi na /indexu lomu 2 2
objektivu a aperturnim uhlu (Ghel paprskl pfi vrcholu kuzelu - -ty -l
svétla vychdzejiciho z kondenzorové clony, viz Osvétlovaci
aparat) néasledujicim vztahem: Schematicky pohled na t¥i konstrukéni typy
mikroskopu (10x zvétSeni): 1) predni ¢ocka, 2)
NA = n * sin (a), meniskoidni ¢oc¢ka, 3) diplety ¢ocek, 4) triplet ¢ocek.

kde je NA Numericka apertura, n Index lomu a a aperturni

Uhel; numerickd apertura je pfimo Umérna rozliSovaci mezi mikroskopu, a je tedy jednou z nejzasadnéjsSich
charakteristik objektivll — snadno ji mGzeme zvysit pouzitim predni ploskovypouklé ¢oc¢ky pfri konstrukci
mikroskopu (¢imz zvy$ime aperturni Ghel) a nebo pfidanim imerzniho oleje (¢imZ zvy$ime index lomu [7};

= ohniskova vzdalenost objektivu, urend vzdalenosti predmétového ohniska objektivu od predmétové
hlavni roviny; ohniskovd vzdalenost ovliviiuje zvétseni objektivu (a tim padem i celkové zvétSeni mikroskopu);

= zvétSeni objektivu (viz Zvétseni mikroskopu (https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Zv%C4%9Bt%C5%
Alen%C3%AD_mikroskopu&action=edit&redlink=1)), které je urcené ohniskovou vzdalenosti objektivu,
objektiv zajistuje pricné zvétseni (dalsi slozkou celkového zvétSeni mikroskopu je Uhlové zvétseni
mikroskopu, viz Okuldrovéa opticka soustava);

= svételnost objektivu, kterd popisuje, jaky odpor klade objektiv prochdzejicimu svétlu; je ur¢ena pomérem
ohniskové vzdalenosti f k prdméru kuzelu svétla vychazejiciho z kondenzorové clony (viz Osvétlovaci aparat);
idedIni svételnost objektivu je f:1, prakticky nejlepsi svételnost objektivu se pohybuje okolo f:1,4 [8l;

= korekce optickych vad.

Velic¢ina Znacka Jednotka Zasadni pro:
numericka apertura NA - rozliSovaci mez mikroskopu (pfima amérnost)
ohniskova vzdalenost objektivu |f m [metr] | pri¢né zvétSeni objektivu
zvétseni objektivu Z - celkové zvétseni mikroskopu
svételnost objektivu k - zjisténi optimalni sily svétla pro vytvoreni zietelného obrazu

Optické vady objektivu [°

= Sféricka aberace nastdvd, kdyz se svételné paprsky prochazejici periferii Cocky a stfredem cocky krizi v
rozdilnych bodech, ¢imz dochézi k vzniku nékolika ohnisek; jedna se o jednu z nejzavadnéjsich poruch, kterd
silné ovliviuje rozliSeni a kvalitu vysledného obrazu; pro korekci sférické aberace jsou vyuzivany clony (které
snizuji pocet paprskl dopadajicich na periferii ¢ocky) a predni a meniskoidni ¢oc¢ka objektivu, které maji
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minimalni periferni oblast ¢ocky;

chromaticka aberace nastavéa vlivem rozdilného indexu lomu skla pro réizné vinové délky (jednotlivych
barev spektra) — v zavislosti na své vinové délce vychazi kazdy barevny paprsek pod odliSnym Ghlem a
protina se s paprskem stejné barvy v jiném bodé, dochazi tedy podobné jako u sférické aberace ke vzniku
nékolika ohnisek; vysledkem chromatické aberace je svételny bod "obkrouzeny" barvami spektra, coz se
prakticky projevuje jako obraz s mnozstvim barevnych odleskd; korekce je provddéna pomoci pouziti dupletd a
tripletl (rozdilné tvarovanych) ¢ocek, u nichz k chromatické aberaci nedochazi;

astigmatismus (https://cs.wikipedia.org/wiki/Astigmatismus_(optika)) nastdva, pokud neni optickd osa
objektivu zcela kolma na predmétovou rovinu mikroskopu, dochazi k asymetrické projekci obrazu;
astigmatismu je mozné predchazet spravnou konstrukci mikroskopu;

koma nastdvd v podobném pfripadé jako astigmatismus — jedna se o komplikovanéjsi poruchu, kterou
podporuje rozdilny Ghel prochézejicich paprskl; dochazi k asymetrické projekci obrazu (do tvaru komety —
odtud "koma"); komé je mozné predchazet spravnou konstrukci mikroskopu;

zkresleni nastava vlivem zakriveného povrchu ¢ocky; na obrazu se projevuje rozostfenymi okraji pfri
zaostreném stredu a naopak; pfi vétSiné rutinni mikroskopové prace neni na obtiz, pro tGcely mikroskopové
fotografie se vyuzivaji tzv. plan objektivy s vyrazné mensim zakrivenim cocek.
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Okuldrova opticka soustava (10!

Okulary (https://cs.wikipedia.org/wiki/Okuldr) jsou posledni soucasti mikroskopu, kterou prochazi svételné paprsky
ze zdroje svétla. Podileji se na finalnich Upravéch obrazu. Podobné jako objektivy se skladaji z nékolika ¢ocek, které
dohromady funguji jako spojna ¢oc¢ka; pocet ¢ocek v okuldru je ale vyrazn& mensi. Co¢ky okuldru souhrnné
produkuji zdanlivy, zvétSeny a neprevraceny obraz; celkovy obraz produkovany mikroskopem je tedy zdanlivy,
zvétsSeny a prevraceny.

Kromé ¢ocek se v okuldrech vyskytuje také okularova clona. Podle polohy okuldrové clony

vici ¢ockam rozlisujeme dva zakladni konstrukéni typy okularu: pozitivni okuldr, ve kterém

kondenzor

je clona umisténa pred ¢ockami (nejblize predmétové roviné) a negativni okular, kde je s
clona obvykle umisténa za prvni ¢ockou. Nejjednodussi typ pozitivniho okuldru se dvéma

¢oc¢kami se nazyvd Ramsdenlv okular; nejjednodussi typ negativniho okularu se nazyva

HuygensQv okular.

el lir

Podobné jako u objektiv(l zde plati, Ze vétsi pocet ¢ocek zajisti lepsi korekci optickych vad;
nejlepsi korekci optickych vad zajistuji tzv. plan okulary.

Zakladni parametry okularu

Tok paprski svétla
skrz optické soustavy
mikroskopu.
Ohniskova vzdalenost okuldru, uréena vzdalenosti predmétového ohniska okularu

od jeho predmétové hlavni roviny; ohniskova vzdalenost urcuje zvétseni okularu;

zvétsSeni okularu (viz Zvétseni mikroskopu (https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Zv%C4%9
Bt%C5%Al1len%C3%AD_mikroskopu&action=edit&redlink=1)), které je urceno ohniskovou vzdalenosti
okuldru; je zadsadni pro urleni celkového zvétSeni mikroskopu, které je sou€¢inem pri¢cného zvétseni
objektivu a tdhlového zvétseni okuldru;

korekce optickych vad, kterd funguje na podobném principu jako u objektivu — okuldr nema schopnost
korigovat optické vady vzniklé v objektivu (proto je zasadnéjsi vlastnit kvalitni objektiv); vlastni optické vady
okuldru jsou vétSinou odstranény vytvorenim stejné optické vady s opac¢nym uGc¢inkem: napf. chromatickd
aberace objektivu je eliminovana pouzitim specidlniho dubletu ¢ocek, ve kterém prvni ¢ocka propousti fialové
svétlo pod tupéjSim a druhd ¢ocka pod ostrejSim Uhlem nez Cervené svétlo.

Pri vybirani okularu je zdsadni vybrat takovy okuldr, ktery nejlépe odpovidd danému objektivu — zdsadnimi faktory
jsou zejména svételnost, ohniskovéa vzdalenost a numericka apertura objektivu.
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Mechanicka soustava

V praxi je mechanicka soustava soustavou, se kterou prichdzi uzivatel do styku nejvice.
Spravné konstruovand mechanickd soustava je nutnou podminkou kvalitniho mikroskopu:
zajistuje pevné ukotveni ¢ocek a clon, spravny Uhel svételnych paprskl a predmétové roviny

wasimm L=y
a velmi jemny vzajemny posun optickych soustav a predmétové roviny ("ostreni"). Schéma zakladnich
v . C . konstrukénich typu
Soucastmi mechanické soustavy jsou: okular: pozitivni
. , sy M ) . (Ramsden(v) okuldr,
= stolek s preparatem, kterym prochazi predmeétova rovina, negativni
= kFizovy posun, ktery umozniuje posunovani preparatu v predmeétové roviné (v praxi (Huygenstiv) okular.

umoznuje prehlédnuti celého preparatu),

= makrosroub a mikrosroub, které umoznuji hrubé a jemnéjsi posunovani stolku
nahoru a doll - zménou vzdalenosti mezi predmétovou rovinou a objektivem umoznuji
zaostreni na danou strukturu,

= revolver, umoznujici zménu objektivu (obvykle zménu objektivu na objektiv s rozdilnym
zvétsenim) tak, aby vzdalenost predmétové roviny a objektivu zlstala zachovéna,

= tubus, oddélujici objektiv od okularu, ktery zamezuje vniku nezadoucich svételnych
paprskd z vnéjsiho prostredi,

= zaostrovaci krouzek okularu, ktery se vyskytuje, pouze pokud ma mikroskop dva
okulary, jeden pro kazdé oko: v tom pripadé je zaostrovaci krouzek umistén pouze na
jednom okuldru a umoznuje korekci rozdilu mezi vadou oci uzivatele posunovanim
optické soustavy jednoho okuldru oproti optické soustavé objektivu,

= gumova ocnice okularu, kterd slouzi pro fixaci oci ve spravné vzdalenosti od ¢ocek
okuldru.

Mechanicka

soustava optického

mikroskopu: 1)

Odkazy stolek, 2) kifzovy
posun, 3) makrosroub

. wr s vgs a mikrosroub, 4)
SOUVISE]ICI CIanky revolver, 5) tubus, 6)

zaostrovaci krouzek,

= Princip zobrazeni optickym mikroskopem 7) oénice.
= Mez rozliseni mikroskopu
= Zvétseni mikroskopu
= Hloubka ostrosti mikroskopu
m Kontrast obrazu mikroskopu
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