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Specialni
mikroskopicke metody

Metody pozorovani zvysujici kontrast




Pozorovani mikroskopem

Zakladni mikroskopicka technika:
pozorovani ve svetlem poli

- svétlo z kondenzoru prochazi vzorkem
a vstupuje do objektivu

- objekty vidime diky tomu, ze jsou schopny
zeslabovat intenzitu prochazejiciho zareni

Metoda je vhodna pro objekty bud’ zcela
nepropustné, nebo aspon barevneé.




Dulezity parametr pozorovani:

Kontrast

jas objektu - jas pozadi

jas pozadi

Pozorovani bunéeénych struktur za ziva bez barveni
— maly kontrast

Zvyseni kontrastu barvenim
zpravidla vyzaduje usmrceni (fixace) objektu
— moznost vzniku artefaktu




Pozorovaci metody a techniky
zvysujici kontrast

- umoznuji pozorovani bunecnych struktur a
pochodl v nich "In vivo"

" temné pole neboli zastin (vyuziti ohybu
svételnych paprsku)

" fazovy kontrast (zvyseni kontrastu pomoci
fazovych desticek)

" polarizacéni mikroskopie (polarizace svétla)

® kombinace ruznych fyzikalnich principt
(Nomarského diferencialni interferen€éni kontrast,
Hoffmanlv modulaéni kontrast)

®" holograficka mikroskopie

® vyuziti rdznych zdroju vinové délky (mikroskop
Infracerveny, fluorescené€ni, rentgenovy, laserovy)




Temné pole (zastin)
® Princip:

- primarni zareni (nedifraktované) nevstupuje do
objektivu

- pozorovany objekt je osvétlen pouze Sikmo
dopadajicimi svetelnymi paprsky, které se od
nej odrazeji, lamou a ohybaji se na ném -
difraktované zareni




Temné pole - schéma

difraktované
svételné paprsky

i

Darkfield Microscopy

Objective

pp—

Cone of
Humination

Light Diffracted
by Specimen

Spocimon —SEETERID " QE—

Prochazejici svétlo

Palecek, J. (1996): Biologie bunky, 1. Zaklady mikroskopické

cytologie. Skripta UK Praha.

Z.astin

Condenser —@.
6 Central Opaque O

Light Stop
(Beneath Condenser)

Davidson and Abramowitz

1 - svételny zdroj

2 — kondenzor (specialni kondenzor
pro zastin — kardioid)

3 - podlozni sklo

4 - preparat

5 - objektiv

6 - centralni nepriithledna clona

pod kondenzorem




® Vysledek:
Objekt se jevi jako zarici na temném pozad.i.

Vzhled ryhy v temném poli

do objektivu |
mimo
objektiv




Nejjednodussi uprava zastinu

posunuti
kondenzoru
do strany

zhotoveni
tercové clonky
na kondenzor

otvor irisové

tercova clonka
clonky
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" Predpoklady pro pozorovani vtemném poli:

silny svetelny tok (zvysime intenzitu svétia a odstranime
sedé filtry)

cisté médium v preparatu

tenka podlozni skla

vhodny objektiv (Iepe o0 mensi NA)
pouziti imerze na kondenzoru
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" Vyuziti:
- pozorovani i velmi drobnych castic

nebo organisml‘] (mitochondrie, centrioly,

lyzozémy, peroxizoémy, protozoa a bakterie, drobni
zivo€ichové, krystalky, pisek ...)

s - X1 UMY Buchanka (Cyclops)
& p- ¥ a perloo¢ky (Daphnia)

Z = 50x Plasek J., Vesmir 83




Pisek z plaze Puerto Mogan (Gran Canaria) — puvod Sahara

Z = 40x




Pisek z plaze Puerto Mogan (Gran Canaria) — puvod Sahara
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Pisek z plaze Puerto Mogan (Gran Canaria) — puvod Sahara

. podloZni
Ja kryci sklo

ZVOJE VZDELAVANI



Cervené krvinky v temném poli (zastinu)

-

Obr.:

Velka svitici bunka uprostred je
bila krvinka. Prazdné krouzky
jsou €ervené krvinky; jsou patrné
deformace ve formé kapky nebo

citronu (vazba bilkovin na povrch)

http://www.lecivacesta.cz/news/vysetreni-zive-kapky-krve-v-temnem-poli-mikroskopu/

http://www.zdravivkrvi.cz/popis-metody

http://www.irisdiagnostika.eu/kombinovane-vysetreni-unikat-v-cr.html

http://www.darkfield.cz/metoda-darkfield-microscopy
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Fazovy kontrast

® Slouzi k zvySovani kontrastu
nebarvenych preparatu

Objev:

1935

holandsky fyzik

Frits Zernike [cernik]
(1888-1966)

1953 Nobelova cena za fyziku



Zbarvené preparaty - pohlcuji ¢ast jimi prochazejiciho svétla
(— absorpcni obraz)
— meéni se amplituda vin, faze nezménéna

- Wavelength -

Nezbarvené preparaty (napr. zivé bunky) — pro svetlo témer
vSude prostupné, kvtli rizné optické hustoté lamou
nestejne sveétlo (— obraz refrakcni)

—amplituda nezmeénéna, faze posunuta

I\/IV'?
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Fazovy posun vinoveé deélky svétla
pruchodem preparatu o ruzné tloustce

b
> 1K \ fazovy rozdil
1
preparat o rizné tloust'ce
(A, B, C)
) b
1 \

Prirucka Zeiss: http://www.usask.ca/biology/scopes/MicroscopyBasics.pdf

1
\
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http://www.usask.ca/biology/scopes/MicroscopyBasics.pdf

®" Princip fazového kontrastu:

prevadi pro nas neviditelné fazoveé rozdily na
rozdily amplitudove, které rozeznavame

vysledné vinéni

Optical Path Difference in Phase Objects

2

| P 0P = tn(s)
Light Specimen
Waves

nm)
- um' -
S OF = tn|m}

Konstruktivni interference
s drahovym posuvem A/4

Davidson and Abramowitz

NS
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® Zafizeni:
- fazove kondenzory

rada kondenzorovych fazovych clon na
otoéné desce; pro kazdy objektiv zvlastni
prstencovita clona

- fazoveé objektivy oznacené Ph, PC, DL, DM
(fazova clona neboli maska — pfimo na
zadni cocce objektivu v podobe
prstencovité jemneé mrizky)

- zlutozeleny filtr (vyuzivani
monochromatického svetla, A = 550 nm)

- pomocny mikroskop (vizir; vklada se na misto okularu)

- stredici klice (sefizovani fazovych clon v kondenzoru a
objektivu)




® fazova clona v objektivu (tvar mezikruzi)

- zajist'uje posun faze sveétla obrazu svetelného
zdroje (primého, nedifraktovaného zareni)
oproti fazi svetla difraktovaného zareni o jednu
ctvrtinu délky viny (A/4);

Vrstva na fazoveé destiCce je nejCastéji tvorena dielektrikem
(zajistuje pozadovany fazovy posuv o 72 vinove délky); na
dielektriku je nanesena kovova vrstva k dosazeni potfebné
amplitudoveé propustnosti.

= Kombinace kondenzorové a fazove clony
— intenference paprsku —

— kontrastni obraz
(rozlisovaci schopnost az 100 nm)



Fazovy kontrast - schéma

OBRAZOVA ROVINA
nedifraktované

zdfenf
difraktované
2éren( . .
dielektrikum

ZADNI
OHNISKOVA ; P . , ,

ROVINA ‘ : fazova maska
OBJEKTIVU '

PREDMETOVA ROVINA

efizovéni fézovych clon

KOhDE;\ZOR a) nesefizené

b) seffzené

\ !/ kondenzorova maska
-%\’—-f- KONDENZOROVA!

i MASKA

1\

[ |
/|
[

Podle J. Plaska, Vesmir 11. Ef s [ P
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Polytenni chromozémy
Jeden z prvnich v bunce slinné zlazy pozorované
fazovych mikroskopli fazovym kontrastem

ROZVOJE VZDELAVANI



Pozitivni vs. negativni fazovy kontrast

Pozitivni fazovy kontrast

Houba Rhizopus stolonifer

— fazova maska posunuje fazi
nedifraktovaného zareni o
Ya vinové délky dopredu

- interference téchto
paprsku s paprsky
zpozdénymi prachodem
silnéjSimi objekty —
destruktivni interference

— tlustsi casti objektu
tmavé, tenci svétlé

Z = 200x

Plasek J., Vesmir 11




Negativni fazovy kontrast

Ves munika (Pthirus pubis)
s vajiCkem

- fazova maska zpozd'uje fazi
nedifraktovaného zareni o V4
vinové délky

- interference techto
paprsku s paprsky
zpozdénymi pruchodem
silnéjsimi objekty —
konstruktivni interference

~ r a4

— tlustsi casti objektu
svetlé, tenci tmavsi

ROZVOJE VZDELAVANI



Bunky vnitrni epidermis
cibule (viz cviCeni)

R %’ RN

Temné pole - zastin

Z = 100X (10 obj.)

£
evropsky

Vi(}

NVESTIGE DO ROZVOJE VZDELAVANT Fazovy kontrast se zelenym filtrem
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Fazovy kontrast

" Vyuziti:

pozorovani nativnich (nezbarvenych) preparati

(jadro, jadérko, chromozémy, vakuoly, mikroorganismy,
exsudaty, exkrety aj.)

pFi studiu bunéénych a tkanovych kultur in vivo
(mitéza, cytoplazmatickeé vreténko aj.)

dodate¢né zvyseni kontrastu u nezbarvenych nebo slabé
zbarvenych tkanovych rezu a roztéru trvalych preparatu

videozaznam (filmovy zaznam) pochodu v zivych burnkach

rychlé diagnostické metody v mikrobiologii a parazitologii

VK

OZVOJE VZDELAVANI



Fazovy kontrast

® Nevyhoda:

- existence ,,halo“ efektu

(= jasné zarici rozhrani mezi objektem a okolnim
prostfedim vznikajici v dusledku lomu svétla na
strukturach s velkym indexem lomu)

Anoptralni (apodizovany) mikroskop

— fazova clona nahrazena prstencem s velmi
malou propustnosti pro svétlo (saze)
— odstranéni halo efektu

(sledovani vnitfnich struktur bunék s velkym indexem lomu
- kvasinky, spory, vajicka)

j‘&:\ 5
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Polarizaéni mikroskopie

Svételny paprsek
— kmita rovhomérné na -
v§echny strany ve sméru polarizator R

kolmém na osu sireni nepolarizované

v N\
svétlo A /o
2N ,’ A
/' .\.l . ‘/‘ I”
VD W ’ h
[- ‘\\-P \

Polarizované svétlo
gz x - p 0 s polarizované
— kmita jen v jedné rovine

Polarizator — zafizeni k polarizaci svétla
Analyzator — zarizeni k rozliSeni polarizovaného svétla




Moznosti vzniku polarizovaného svétla:

odrazem

lomem

absorpci svetla (v polaroidu)
dvojlomem (hranoly)

Polarizace svétla hranoly

Dvojita refrakce
O-ray

anizotropicky krystal (krystalovy polarizator)

E-ray = paprsek mimoradny
O-ray = paprsek radny




Pozorovani v polarizacnim mikroskopu

- do toku svételnych paprsku jsou viozeny dva hranoly — nikoly,
pred kondenzorem polarizator (P) a za objektivem analyzator (A)

Vzajemna poloha polarizaroru a analyzatoru

- roviny polarizace obou filtra
k sobé rovhnobézneé

polarizované svétlo normalné
prochazi, zorné pole
mikroskopu svetlé

- roviny polarizace na sebe
kolme (zkfizené)
svétlo analyzatorem neprojde,
zorneé pole je tmaveé

Vzajemné mechanické nataceni
nikolh — efekt polarizace svétla

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/polarizedlight/filters/index.html



http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/polarizedlight/filters/index.html

Zalezi na indexu lomu pozorovanych struktur.

Pri zkfizenych polohach filtru:

- izotropni (jednolomné) - zustavaji
pri krizenych filtrech tmave

- anizotropni (dvojlomné) - staci
rovinu polarizovaného svetla — jevi se svetlé

SKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Polarizacni mikroskop

- schéma

pozorujeme

mimoradné

Analyzer — ] fp———

Polarized Light
Microscopy

X000

\

Y\
0200950

Out-of-Phase
Light Rays

X
1/

Objective —

dVOj lomna Birefringent
Specimen &8

struktura
e el

Condenser ——

Plane Polarized
Light

MR )

Polarizer —\
o )

paprsky (E-ray)

Davidson and Abramowitz



" Predpoklady:
- zatemnéena mistnost, silny zdroj svétla
(do oka pozorovatele se dostava jen 74 svétla)

" Vyuziti:
- pozorovani urcitych bunécénych struktur vykazujicich
jednolom nebo dvojlom

(napr. bunécna sténa rostlinnych bunék, jaderna membrana,

délici vieténko, Skrobova zrna, fibrilarni struktury kolagenu a
elastinu, kontraktilni myofibrily zihané svaloviny, tonofibrily,
krystalickeé inkluze)

— ziskani predstavy o orientaci zakladnich strukturalnich

slozek bunééné cytoplazmy

Hlavni vyuziti: v metalografii a krystalografii (geologii)
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Polarizacni mikroskopie - priklady

Trichomy chrastavce (Knautia sp.)

7 = 130x Plasek J., Vesmir 83
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Polarizacni mikroskopie - priklady

- krystal cukru

- krystal kyseliny askorbové

Z =570x

Plasek J., Vesmir 11

oP V.

pro konkurenceschopnost

DELAVANI




Vyuziti polariza¢nich filtru
nebo polarizacni vrstvy na cockach ve fotografii

unpolarized polarized

glare

© 2006 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Redukce odlesku, ostfejsi vidéni ...




Interferencni mikroskopie

Princip:
- rozklad a znovuspojeni polarizovanych
svételnych paprsku prochazejicich
objektem a nezavisle na objektu

—> interference téchto paprsku

Pozorovany
Vznik polarizovaného Objektiv

svétla - dva koherentni
paprsky

A
/ kompenzacni klin
Polarizator

e o ‘{ 4 3 '@ ad J Vé : 4 . .
Interferenéni mikroskopie - schéma principu
A - svételny zdroj
B - paprsek prochazejici objektem
C - paprsek srovnavajici s kompenza¢nim klinem




Svétlo, vychazejici z osvetlovaci soustavy mikroskopu, je
rozdéleno do dvou koherentnich svazkl paprski. Po prichodu
preparatem a objektivem se oba svazky opét spoji do jediného.
Projdou-li paprsky preparatem (fazovym objektem) vznikne mezi
obéma svazky rozdil faze, zpusobeny strukturou fazoveého
objektu. Nasledkem toho nastane ve spojeném svazku
interference svételnych vin, ktera obecné zpusobi zmény

v amplitudé vineéni.

Tak vzniknou kontrasty optické hustoty, coz se projevi

zviditelnénim fazového objektu (ktery byl puvodné pruhledny).



Pri interferencni mikroskopii vznika
vinovy (fazovy) rozdil:

— paprsky prochazejici opticky hustsim
prostredim (napr. bunécnou sténou) se
opozd’uji za paprsky prochazejicimi
prostredim s mensi optickou hustotou
(napr. cytoplazmou, vodou)

= pfri pouziti monochromatického svétla
—> svetlé a tmavé interferencni pruhy

= pri pouziti celého spektra
—> ruzné barevné pruhy vlivem interference riznych A

/
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" Vyuziti:
- kontrastni barevné az plastické pozorovani
zivych tkani

- kvantitativni méreni, tzv. mikrointerferometrie

- stanoveni obsahu vody ve tkani
- méreni tloustky mikroskopickych objektu
- mereni indexu lomu bunécnych slozek aj.
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Nomarského diferencialni
interferenéni kontrast (DIC)

1955 - polsky fyzik a teoreticky optik
George Nomarski

® Princip:
Kombinace polarizace svétla
ve dvou polarizacnich hr_an.olech S ey maraid
s fazovym posunem vznikajicich
ve dvou dvojlomnych hranolovych délicich
tzv. Wollastonova typu




Chod paprsku:

Differential Interference

- pred vstupem do kondenzoru je Contrast Microscopy SQ
svétlo linearné polarizovano [[[[l
prvnim hranolem — SeLGE — A
polarizatorem (viz P) @) 5
Wollaston -
Prism
- prochazi prvnim hranolovym @@
délicem (Wolastonuv hranol - Objective ——
viz 1.) ‘

- dale jde pres kondenzor do
preparatu a nasledné do
objektivu

Condenser
- projde druhym délicim
Wolastonovym hranolem (viz @@
2.) tésné za zadni ohniskovou Woriem
rovinou objektivu @

=

Polarizer =

- a nasledné pres analyzator (A)
nachazejicim se pred okularem

Davidson and Abramowitz

(polarizator P je orientovan kolmo na
analyzator A)



Wolastonovy hranoly:

1. W. hranol déli pdvodné linearné polarizované svétlo na dvé vzajemné
kolmo polarizované slozky (paprsek radny a mimoradny) vystupujici z ngj
ruznym smeérem a jen nepatrné od sebe vzdalené. Obé slozky pak
prochazeji preparatem trochu jinym mistem (a tedy je kazdé z nich jinak
pohlcovano nebo lamano) a v zadni ohniskové rovine objektivu vznikne
zvétSeny rozdvojeny obraz pfedmétu, protozZe pfi pruchodu obou paprsku
objektem doslo k velmi malému (radové jen desetiny um!) posunu obrazu
- tento posun v8ak muze byt v dusledku ruzné tloustky ¢asti preparatu
ruzny, coz je zpusobeno ruznymi fazovymi rozdily mezi fadnymi a
mimoradnymi paprsky. Tésne za zadni ohniskovou rovinou objektivu je
umistén 2. W. hranol (tzv. kompenzacni), ktery tyto mirné posunuté
svételné toky slozi do jediného, ¢imZ muze dojit k interakci v podobé
interference.

Analyzator (A) — vytvofi podminky pro vzajemnou interferenci
vzajemné posunutych obrazu

— zviditelnéni (ve formé ruzné intenzity svétla) pripadnych fazovych

posunu vznikajicich pruchodem ruzné hustého prostredi
v pozorovaném objektu (burice)



Vznik fazovych rozdilii rozdéleného polarizovaného
svétla po priuchodu objektem o ruzné optické tloust’ce

Prirucka Zeiss: http://www.usask.ca/biology/scopes/MicroscopyBasics.pdf



http://www.usask.ca/biology/scopes/MicroscopyBasics.pdf

® Vysledek:

- zvétseny obraz vzorku se jevi jako sikmo osvetleny
trojrozmérny objekt — opticky reliéef

(u biologickych objektu se zpravidla shoduje s realnym
prostorovym reliéfem)

Pozor! objekty nelze promérovat (— chybné
vysledky)

http://microscopy.duke.edu/
learn/WLC1.pdf/

® Vyhoda:

— nevznika halo efekt typicky pro fazovy kontrast

— vhodna metoda pro pozorovani silnych, nebarvenych
preparatu (tlustSich nez 5 um)

- nefunguje pfi pozorovani pres plast (plastové Petriho misky)
- mala hloubka ostrosti


http://microscopy.duke.edu/learn/WLC1.pdf
http://microscopy.duke.edu/learn/WLC1.pdf
http://microscopy.duke.edu/learn/WLC1.pdf
http://microscopy.duke.edu/

Nomarského interferencni diferencialni kontrast

PloSny trichom hloSiny (Eleagnus sp.)




Nomarského interferenc¢ni diferencialni kontrast

Umélé oplodnovani (mikromanipulace)




Nomarského interferenc¢ni diferencialni kontrast
- krystaly SCavelanu vapenatého

Z = 140x Plasek J., Reischig J., Vesmir 11



Srovnani ruznych metod pozorovani

Prochazejici svétlo

Buchanka
(Cyclops)

Z = 50x

Temné pole

Plasek J., Vesmir 83



Hoffmanuv modulaéni
ko ntraSt ( H M C) Obrazova ohniskova

rovina objektivu

Hoffman Modulation
Contrast Microscopy

" Princip:
Modulator
Zdokonalena verze
Sikmého osvétleni Modulaéni
preparatu desticka
(obdélnikova $térbinova o.,,-ecme@
apertura v predni ohniskové
roviné kondenzoru mimo Specimen :
optickou osu mikroskopu) o e — R —

" Vysledek se podoba °°""°"“"
pozorovani v temném poli
. . . Slit Plate ! Osvétlovaci
Polarizované svetlo R itérbina

Davidson and Abramowitz



- funkce modulacni desticky

Modulator and Slit Designs

®* Modulacni desticka

- maska, na které ma vrstva
lezici v misté obrazu
kondenzoroveé sterbiny 15%
propustnost svetla,

na jedné strané od ni je
absorbuijici plocha, ktera
nepropousti svétlo viibec

a na druhé straneé je plocha
pro svetlo zcela propustna

Slit with
Polarizer

Imaging Phase Gradients

Figure 5

NE
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socialni
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Funkce modulacni desticky

- zareni ze sterbiny zdroje, které prochazi oblasti vzorku
s gradientem optické tloust’ky, se odchyli od puvodniho
smeru a obraz, ktery vytvori v objektivu, bude posunuty
vzhledem k zé6né modulatoru s 15% absorbanci, takze
dopadne na zcela absorbujici nebo zcela propustnou
plochu

—> dojde ke ztemnéni nebo zjasnéni prislusného mista
v mikroskopickém obraze

® Vyhody oproti DIC
- podobné zobrazeni jako u DIC, ale levnéjsi

- moznost pozorovani objektu i na
dvojlomnych podlozkach
(napr. plastikové nadoby na kultivaci bunék)



Hoffmanuv modulacni kontrast

Mikrorelié¢fovy preparat
listu lipy (Tilia sp.)

Polytenni chromozomy
z larev pakomara (Chironomus sp.)

Z = 710x

Plasek J., Reischig J., Vesmir 11




Hoffmanuv modulacni kontrast

Rozsivky




Holograficka mikroskopie

- umoznuje provest zaznam vinového pole
modulovaného vysetfovanym predmeétem
a poté provedeni jeho rekonstrukce

Princip holografie*:

- vysetrované vinové pole nechame interferovat
s néjakym znamym vinovym polem (referen¢nim polem)

- zaznam interferenc¢niho pole na detektor (fotograficka deska,
CCD senzor apod.)

- ziskani interferogramu (hologramu), ktery je trvalym zaznamem
vysSetrovaného vinového pole

NE

* 1947 - britsky fyzik Dennis Gabor (NC 1971) shond - AL

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Z interferogramu pak muzeme vysetrované pole kdykoliv
zrekonstruovat, a to bud’ fyzicky, nebo digitalné. Pri

rekonstrukci se hologram osvétli laserovym svétlem pod
stejnym uhlem, pod nimz na fotografickou desku dopadal

referenc¢ni svazek pri zhotovovani hologramu.

Takto zrekonstruované vinové pole muzeme dale analyzovat a
aplikovat na néj rizné mikroskopické metody, jako napr. fazovy

a interferencni kontrast, temné pole atd.

(i v dobe, kdy jiz vySetrovany predmeét neni k dispozici)

[\}?
fevrcpsky ’\/ I
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




osvétlovact s Princip tvorby holografického
vazek N\ 2l obrazu ajeho rekonstrukce

svazek <

zrcadlo
o

predmétovy fotograficka
Svazek deska

| rekonstrukéni

d svazek

| : rekonstruovany
svazek

—  — —

zdanlivy obraz hologram pozorovatele

Lepil, O. (2013): Fyzika pro gymnazia. Optika. Prometheus, Praha, 4. pfepracované vydani.



Chod paprsku v holografickém mikroskopu

—_J vzorek

objektiv
predmétovy svazek

O: osveétlovaci svazek
R: referencni svazek
isni usporadani (koherentni laserové svétlo)

referencni svazek

A UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Digitalni holograficky mikroskop firmy Lyncée Tec




Ukazky obrazku porizenych mikroskopem DHM 1000, Lyncée tec.

Zivy neuron - diouhodobé pozorovani zmény morfologie
neuront vlivem stimulace atd.

lyncee tec™

50\

lm

Height: 10 um



http://www.lynceetec.com/
http://www.lynceetec.com/
http://www.lynceetec.com/
http://www.lynceetec.com/component/option,com_gallery2/Itemid,141/?g2_itemId=91

MikroCocky vytvoiené na Si waferu (substratovém disku) *

Height: 10 um

https://cs.wikipedia.org/wiki/Wafer#/media/File:Etchedwafer.jpg

* Wafer (substratovy disk) je zakladni disk z polovodi¢e pouzivany jako substrat,
na kterém se vytvareji mikroobvody.


http://www.lynceetec.com/component/option,com_gallery2/Itemid,141/?g2_itemId=93

Infraéervené svétio (IC)

® Princip:
Pouziti svetla o delsi vinové délce snadnégji

pronikajici hmotou
(A =750 —1 100 nm; oko neni citlivé na tyto vinové délky)

Kvalitativni i kvantitativni mereni

®" Predpoklady:
zdroj svétla - wolframova zarovka
optika mikroskopu sklenéna, casto zrcadlova

registrace obrazu — specialni detektory nebo
senzibilizovana fotograficka vrstva




" Vyuziti:

pozorovani malo pruhlednych objektu

(studium chitinovych blan hmyzu, schranek korald,
rostlinnych zdrevnatélych pletiv, vyvijejicich se vajicek,
stribrem impregnovanych nervovych tkani aj.)

aplikace na objekty prirozeneé cervené zbarveneé

pozorovani objektu barvenych barvivy
zachycujici [ paprsky (kryptocyanin, neocyanin)

ve. kvantitativniho mereni
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Dalsi informace + virtualni obrazky:
http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniqgues/index.html

Polarizace:
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/polarizedlight/filters/index.html



http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/index.html
http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/index.html
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/polarizedlight/filters/index.html

