rozliSovaci mez objektivu

rozliSovaci schopnosti jednotlivych médii:

oko (1 uhlova minuta), negativ (100 ¢ar/mm), CCD (velikost pixelu)

difrakce na kruhovém otvoru o poloméru R:

grvnl' maximum obsahuje cca
0% energie prosSlého svetla

.. Rayleighovo kritérium rozliseni:

dva body zdroje pova-
zujeme za rozliSitelnée,
pokud vzdalenost jejich
obrazu je vetsi, nez
polomér Airyho stopy.

0.
0.

0.4

=

| ~ f2(kRo/T,)

Pfepoéteno na Uhlovou vzdalenost objektl: &, =

1

o

i

2]

Airyho Is'top'a'

1. maximum

Intenzita osvétleni zaznamoveého media

1. minimum

/ 2. minimum
/

: }\KB 10TZ 14 16 18
*

2. maximum

poloh\%/ minim intnezity na stinitku:
.83, 7.02, 10.17, 13.32, 16.47...

144"
D[mm]

Stejné uvahy se aplikuji pfi zachytavani dynamickych deju:
pohyb ¢astic nema zpusobit pohybovou neostrost (proudéni krve atd)
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osvétlovaci soustavy mikroskopu

Zarovky: wolframoveé vilakno,
halogenové zarovky (wolframové viakno + kapka jodu v barice)

vybojky: nezanedbatelna emise v UV oblasti:
intenzivni zdroj + dobfe budi fluorescenci

filtry: barevné (monochromatické)
Sedé ND (reguluji intenzitu svétla) — maze byt provedeno téz nezavisle

kondenzor

elektricky ve zdroji svétla

ulohy: homogenizovat svétlo, popfip. vyrobit rovinnou vinoplochu,

zvySit numerickou aperturu objektivu (a tim rozliSeni mikroskopu)

umoznit pozorovani metodou, vhodnou pro dany vzorek

Abbe Condenser Optical Pathway

Figure 1

Specimen A
B

Microscope
Slide

Condenser
Aperture

y3 A

dmin :—:C_O
A+A A

vlakna zarovek maji tvar, ktery je difrakci kopirovan:

C~=05

misto krouzkul se obraz sklada ze spiralek

v ramci eliminace tohoto jevu muze byt po cesté navic matnice

profesionalni kondenzory mivaji revolverovy ménic clonek

( nic - svétlé pole, ter€ik - temné pole, disk - fazovy kontrast..)

=1

N S5 / Objective

Lieberkiihn
/ speculum

Object
"N (red)

LigHt source
Lieberkuhnovo zrcatko

Cardioid Darkfield Condenser

_ = Light to
F B; Eyepieces

High
Numerical
Aperture —|
Objective

Oblique
Hollow

— Cardioid
Condenser

Light ==
From
Source

Figure 1
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optické soustavy obsahujici dva optické ¢leny
QOil Immersion and Numerical Aperture

numericka apertura: ohybovy obrazec zavisi na vinové délce

1222

din = —
nsina

min

jednim ze zpasobu ja ktento limit omezit, je zmé&na vinové délky:

imerzni kapalina (vzduch ma index lomu roven jedné)

Pouzivané kapaliny mivaji index lomu pres 1,5: Figure 1
vzduch 1,0003
voda 1,33
im. olej 1,515
bromnaftalen 1,658
metylenjodid 1,740

Jedna se o specialné pfizpusobené objektivy (byvaji oznaeny prouzkem)

Jinym zpusobem je pouziti kondenzoru

(aplikaci vSech moznych zlepSeni se da rozliSit az cca jedna vinova délka )
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temné pole na odraz a na prichod
Na konstrukci obrazu se podileji témér vSechny paprsky, pfi pozorovani bez vzorku vidime svétlé pole:
podle sméru, odkud na vzorek svétlo pomocného osvétleni dopada,
oznacujeme svétlé pole na odraz/pruchod

— Light to
Eyepieces

jsou-li indexy lomu vzorku a jeho okoli srovnatelné, rozdil v kontrastu

High

- i v o .y . T Numerical ‘

pfi pozorovani béznym zpusobem (svétlé pole) je minimalni Aperture — .
Objective
Jednou z metod zlepSeni situace je odstraneéni paprski jdoucich ] s
pfimo do objektivu: neni-li pfitomen vzorek, pozorované pole je temné; Diaphragm
po vlozeni vzorku se na tvorbé obrazu podileji jen rozptylené paprsky. %‘;’:&‘\f
Light -
L oo ] 3 o cgne\ _~" Specimen

Technicky je tfeba vyfesit, aby ztrata svétla zaclonénim pfimé cesty —_— ~Slide

nebyla zbyte¢né velka (tedy pfeorganizovat chod paprsku) o
W) — Cardioid

vy . N . . . Concave Condenser
Jeste komplikovanéjsi schéma ma temné pole na odraz... Mirror ‘
Convex
Mirror
Opaque
Light
Light —— Stop
From
Source

HRT pracuje na principu metody temného pole
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fazovy kontrast (Zernike 1930, Nobelova cena 1953)

objekty, které maji jen rozdilné indexy lomu ng od prostfedi n,,, nemusi byt dobre viditelné

ve svétlém poli:

pruhledné a bezbarvé vzorky je mozné obarvit, ale bunky vétSinou hynou

proménny index lomu zpusobuje rozptyl, zménu Uhlu odrazu ale také zménu rychlosti

takové vzorky tedy puchod svétlo zpomali, nebo zrychli: dochazi k fazovému posunu

27
Ap=—d(n,—n,)
Ao

ukolem zobrazovaciho zafizeni je zmény faze pfeménit na zmény intenzity
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fazovy kontrast (Zernike 1930, Nobelova cena 1953)

Vhodného ucinku se dosahuje omeznenim vstupniho svazku svétla

N
zpusobem, ktery oddéli zafeni proslé vzorkem od jasu pozadi:

Phaze-plate — iRl
clona v kondenzoru + fazova desticka

Fefracted or diffracted
light (phaze altered
by zpecirmen) IS

IIJ{T

Specirmen
Pridanim Ctvrtvinné destiCky dochazi k destruktivni interferenci jasu pozadi

Unobstructed light
(phase unaltered
by zpecirmen)

dalSiho zvySeni kontrastu Ize dosahnout aplikaci absorpcni vrstvy

teoreticky pro kazdou propustnost vzorku by bylo tfeba volit jiné parametry:
v praxi se voli parametry pro nepohlujici vzorky

fazovy posuv je razantné ovlivnén pfi pouziti dvou rdznych vinovych délek:

musi se pouzivat monochromaticky filtr (zpravidla zlutozeleny 540 nm — kvuli citlivosti oka)

Nevyhoda metody: hrany maji slozité stiny — halo pfi velkych zménach indexu lomu (napf. na hranici vzorku)
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DIC (diferencialni interferen€ni kontrast)

VylepSeni metody fazového kontrastu: odstranéni halo

Pouziva se u vzorku, které zpusobuji fazovy rozdil oproti pozadi cca Ctvrt viny T

.-"'f “'--____h
;,x"flf ____________________
wollastonuv hranol 7[4 Hé::t_::_‘ |
obvykle krystal kalcitu CaCO,, '“*-HT
slepeny kanadskym balzamem (n=1,59) - \“—<——— +
Dvojlomny material vytvaFi Fadny a mimoradny paprsek, —__ | ,><(

které diky tvaru hranolu vystupuji rozbihavé a se stejnym fazovym posunem

Vzorek je v kazdém bodé osvétlovan jakoby dvéma zdroji, posunutymi pfiblizné 0,2 um od sebe.

Za objektivem se tak vlastné Sifi dva obrazy svétlého pole, o kousek posunuté, ovsem s fazovou informaci
(uvnitf vzorku svétlo neinterferuje kvuli kolmym polarizacim)

Druhy Wollaston(v hranol kaztdé dva svazky opét slucuje

Interferuje svétlo proslé vzorkem a okolnim prostfedim: kontrast je zplsoben fazovym rozdilem

Podobné jako u fazového kontrastu, vznika dojem 3D vzorku, zde jakoby Sikmym osvicenim vzorku

Nevyhoda: rozbihavé svazky nuti pouzivat v kondenzoru Sterbinu: rapidné klesa osveétleni

Konkrétnich provedeni je mnoho: Nomarského kontrast, de Senarmont, DIC v odrazeném svétle
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Differential Interference Contrast Light Microscopy Example

Efekt boéniho osvétleni, ,smér“ zavisi na orientaci hranolu

Slabé svétlo pohlcujici vzorek

This transparent sample is illuminated by two slightly offset
light sources, one at 0° polarisation and the other at 90°
polarisation

0° Polarisation 90° Polarisation

100% Absorbtion

These are the two visible images due to

Za prvnim hranolem vzikaji dva prostorové oddélené paprsky

the transparent sample is not well visualised.

0%

Passage of light through the optically dense sample causes shortening of the
wavelength, so a change in phase (phase change greatly exagerated).

90° Phase Shift

Rozdil fazi obou paprsku je ovSsem nezanedbatelny

Phase of the two polarisations. This clearly
shows the transparent sample, however
this information is not visible to the human eye.

0° Phase Shift

Po rekombinaci dochazi ke konstruktivni nebo
destruktivni interferenci

~

Polarisations rotated to allow interference and images overlaid.

Diferencialni konktrast Ize skute¢né simulovat excentrovanim kondenzoru:

vznikajici efekt Sikmého osvétléni ovSem misto fazového posunu

Visible image after interference of the two polarisations. The phase
difference becomes visible through interference and this clearly
shows the shape of the transparent sample.

kombinuje intensity proslych svazkd:

rozliSovaci schopnost a kontrast jsou velmi nizké .

Light
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Nomarského kontrast

Nomarského hranol:

VylepSeny Wollastonuv hranol: svétlo se blizko za koncem hranolu kfizi

o v ’ | |
(clona kondenzoru se mize stahnout)

o P v .y vrv ’ 1!
Polarizator a analyzator pouzivaji ve zkfizené poloze

Justace zarizeni komplikovana, zahrnuje Kohlerovo osvétleni pred = A
vlozenim hranolu B

Konkrétni rozméry hranolu se musi pfizpUsobit pouzitému objektivu S

Universal Condenser Turret DIC Configuration

Phase Contrast
Annular Diaphragms

e . S ) nevyhoda: obraz je pouze pseudo 3D;
Brightfield— \ /&) N | h
Position = g < = ~> G

| zde je potfeba rozvazovat hodnoceni

High Numerical nejvétsi pocCet optickych ¢lenu: nejvyssi cena

Low Numerical Nomarski byismn
ow Numerica
Aperture Nomarski Thumbwheel

Prisms
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