3.
Diferencialni interferencni kontrast
(DIC)



Teorie - polarizace svétla

* svetlo patfi mezi elektromagneticka vinéni

e dvé slozky: elektrickou (E) a magnetickou (B)

e obé slozky jsou na sebe navzajem kolmé a jeste
navic jsou obé kolmé na smér sifeni svétla =
svetlo je pricneé elektromagnetické vinéni




Nepolarizované svéetlo

e obecné plati, ze vektor intenzity elektrického
pole muze kmitat v libovolné kmitové rovinég,

* muze svirat s kladnym smérem osy y libovolny
uhel od 0° do 360° = svétlo nepolarizované

‘ electric field

magnetic field

" & www.scratchapixel .com

viny kmitaji vSemi smery



Linearné polarizovane svetlo

PolarizaCni filtr: Propusti pouze slozku kmitajici v urCitém sméru

e zvin, které kmitaji (viceméne) jen v jednom

smeru

* elektricka slozka kmita v jednom sméru

* magneticka slozka kmita vzdy ve sméru kolmém

viny kmitaji jednim smérem

Vertikalni a horizontalni polarizace




Cirkularni polarizace

Pravotociva
Levotociva

Cirkul. polar. filtr: méni svétlo linearne
polarizované (viny kmitajici v jednom
smeéru) na svétlo kruhoveé (cirkularné)
polarizované

Pridava dalSi vrstvu - ¢tvrtvinna desticka

1 Svétlo polarizované jednim smérem se v ni
Sifi rychleji nez druhym smérem — posun
faze o 4 vinové deélky

1 RoztocCi vektor elektrického pole

(elipticka p.)



Left Hand Circular Polarization

Horizontal Linear Polarization

Right Hand Circular Polarization

Vertical Linear Polarization
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nepolarizované tplné
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polarizace svétla odrazem

e od nekovového lesklého povrchu (stupen
polarizace zavisi na uhlu dopadu)




polarizace svetla dvojlomem

tzv. anizotropni latky — islandsky vapenec, kremen,
latky krystalizujicich v soustavé Ctverecné,
kosoCtverecné, sesterecné, jednoklonné a trojklonné

Dopada-li na takovou latku nepolarizované svétlo,
rozdéli se pri pruchodu na dva paprsky — radny
(konstantni index lomu) a mimoradny (index lomu
zavisi na smeéeru, v némz se svétlo krystalem Siri).

Rikdme, Ze nastal dvojlom.

Oba paprsky jsou uplné linearne polarizované a jejich
intenzity elektrického pole kmitaji v navzajem kolmych

kmitovych rovinach

ol TR ,.—.......
IVT 1) Dweie 2jio:

nan




Polarizace rozptylem svétla narazem o castice

Polarizace svétla nastava i pri jeho rozptylu.

Jedna se o fadu jevl vyvolanych jednak
odrazem svétla, jednak jeho ohybem.

Pri prichodu zkalenym prostfedim se svétlo na
malych c¢asteckach ohyba i rozptyluje. Tim se
stava cesta svételného paprsku viditelna.
Rozptylené svétlo je ¢astecné polarizované a
jeho vektor E kmita v roviné kolmé k roviné
urcené dopadajicim svazkem a smérem

A

pozorovani.

Svételny zdroj —
nepolarizované svétlo

Uvnitf tohoto prostredi se
nachazeji dispergované
castice




polarizace svetla polaroidy

polaroid (nebo polarizacni filtr) je specialné vyrobeny filtr pro
ziskavani polarizovaného svétla.

dvé vrstvy prihledného plastu, mezi nimiz se nachazi latka

s relativné dlouhymi molekulami (napfr. herapatit = perjodid siranu
chininového), které jsou pri vyrobeé specialné srovnany tak, aby
jejich podlouhlé osy byly rovnobézné

|ze si predstavit jako husty plankovy plot

latka vykazuje dvojlom; rGzné polarizované viny se v ni riizné
absorbuiji; pfi vhodném usporadani vychazi jen polarizované svétlo
mimoradného paprsku
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P - polarizator - propousti pouze
svétlo kmitajici v roviné sterbiny
(linearné polarizované)

A - analyzator - ovliviiuje mnozstvi
polarizovaného sveétla, pokud jsou
stérbiny P a A navzajem kolme,
svetlo neprochazi a analyzator se
jevi jako temny

polarizer an &fyzer

no ||}ah'f“

Zarizeni, kterym se
prirozené svétlo meéni
na polarizovang, se
nazyva polarizator.

Jeho funkci oveérime
analyzatorem -
vlozime za polarizator
jeste jeden a pri
urcitém natoceni by
svetlo nemélo
prochazet.



Vyuziti polarizacnich filtru

* snizeni intenzity svetla (napf. polarizacni filtry
na fotoaparat pri fotografovani snehu nebo
vyloh = odlesky, polarizacni bryle - motoristum
tlumi odrazy od vozovky) + LCD displeje

1 e




unpolarized
light

glare greatly

Dlasses reduced
transmit anly

vertically polarized

direct light
not reduced
as much
z_as glare

g light partially polarized
, in the horizontal plans
Obr.6 Pohled z automobilu bez polarizaénich  Obr.7 Pohled z automobilu by reflection

bryli [13] brylemi [13]
unpolarized polarized o N

Corner Cube Reflector
Depolarizes Light

L~ Shiny target does not depolarize light
glare glare recluced and is detected by the sensor

€ 2006 Encyclopadia Britanniza, Inc.

zabranéni falesné detekce pri odrazu
paprsku od lesklého predmetu



CIRKULARNI POLARIZACNI FILTR

Kde se muZete setkat s cirkularné polarizovanymi filtry?

3D kino



Vyuziti polarizovaného svetla v prirode

* Nekteri zivoCichové jsou schopni pozorovat
polarizaci slunecniho svétla

* Polarizace slunecniho svétla prochazejiciho
atmosférou je linearni a vzdy kolma ke sméru, kde
je slunce

e Sveétlo, které se po rozptylu Sifi stejnym nebo
presneé opacnym smerem, neni polarizované

* Mnoho zivoCichu vyuziva tohoto jevu pro navigaci
e Holubi, hmyz



e Jiné priklady:
http://www.schillerinstitute.org/educ/sci space/2011/polari

zation sensitivity.html (cephalopoda, shrimps, fish)
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CHIOU, T., KLEINLOGEL, S., CRONIN, T., CALDWELL, R., LOEFFLER, B., SIDDIQI, A., GOLDIZEN, A., MARSHALL, J.
(2008). Circular Polarization Vision in a Stomatopod Crustacean. Current Biology DOI:10.1016/j.cub.2008.02.066.

——

Scarabaeus zambesianus pry umi
pracovat s polarizovanym mésicnim
svetlem a diky tomu se dokaze orientovat i
v noci. (Kredit: Lund University, dept. Of

biology)



http://www.sciencenews.org/articles/20030705/fob4.asp
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2008.02.066

Polarizacni mikroskopie

 umoznuje zviditelnit
struktury, jejichz stavebni
material se vyznacuje
dvojlomem

* pol. mikroskop se od
bézného mikroskopu lisi
vlozenym parem zkrizenych
polarizatoru a kompenzacni

destickou

polarizing filter

Polarizacni filtr propousti pouze svétlo,

‘-._ r}_a
které kmita v jednom sméru. A4

Kamerovy
nastavec

Slozené paprsky

po interferenci Okulary .
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PuUvodni paprsek se po prichodu vzorkem
rozdéli na dva nové, fadny a mimoradny,
které jsou navzajem fazové posunuté (Sifi
se ruznou rychlosti) a kmitaji v ruznych
rovinach. V analyzatoru mikroskopu se
oba paprsky slozi do stejné roviny kmitu a
jejich fazovy posun se projevi vznikem
interferen€nich barev.




opticky izotropni prostredi -
rychlost Sifreni nezavisi na
smeéru. Obvykle tvoreno
plyny, kapalinami nebo
pevnymi nekrystalickymi
latkami, prikladem je napt.
sklo.

opticky anizotropni
prostredi - rychlost Sireni
zavisi na smeéru. Prikladem
opticky anizotropnich
prostredi jsou nékteré
krystaly, napf. krystal
kremene.

Polarizované svétlo

oba paprsky slozi do stejné roviny
kmitu a jejich fazovy posun se projevi

vznikem interferenénich barev

LT

analyzator
__— dvojlomnost
- 1zotropni
- anizotropni
polarizator

<

-

Strain-free optika



Vyuziti polarizacni mikroskopie

* Jednolomné latky (voda, cytoplasma, bunécné jadro aj.) zUstavaji pfi
zkrfizenych filtrech tmavé, nejsou zobrazeny. .
* Pozorujeme-li mineraly amorfni nebo ty, které krystaluji v soustave

kubické,siri se svétlo ve vsech smérech stejnou rychlosti a k fazovému
posunu nedochazi, interferen¢ni barvy nevzniknou.

* Naproti tomu dvojlomné latky (krystaly, celulézové bunééné stény aj.)
meéni rovinu kmitu prochazejiciho svétla, a proto jsou pfri zkfizenych
filtrech zobrazeny svétle na temném pozadi, prip. barevné pr| pouziti
bileho (slozeného) svétla vlivem interference. '

Hvézdicové trichomy listové
(Deutzia scarba)

http://www.calculi.cz/polar.php

http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html _img/3.1.htrr
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Pr. vyuziti v biologii:
 Metoda se uziva pro zobrazeni linearné
usporadanych a krystalickych bunécnych
struktur, napr. tonofibril, krystalickych inkluzi,
keratinovych a celulézovych struktur, vybrusu
kosti apod.

Obr. z: http://biologie.upol.cz/mikroskopie/
. _ e

Parenchymové buriky Sefiku Rez kosti. Barveno hematoxylinem - eosinem



http://biologie.upol.cz/mikroskopie/

Wellcome Images

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/cb/c5/52f6cf028fab7874dffafce3b0b1.jpg



Ves se svaly

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/dc/61/a25ae2f79c8b954ee48b8ae920ec.jpg



MocCovy pisek

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/db/c9/4cc7313730070a199d2b5ab9f29f.jpg
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Wailcﬁma Images

e Vitamin C

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/1f/e1/df82bf974c4809ff7cc70a8abadb.jpg




* Motyli sosak, 720x

http://inspirationgreen.com/assets/images/Photography/Nikon%20Small%20World%20/Butterfly-tongue.jpg



Srovnani BF a DIC

* Lidské bukalni epitelialni bunkv
e

DIC - kontrastni metoda, slouzi — podobné jako mikroskopie s fazovym
kontrastem — ke zvySovani kontrastu pfi pozorovani prihlednych

fazovych objektu
jeji aplikace je rozsahlejSi a ucCinngjsi, nez fazovy kontrast

d

je mnohem slozitéjSi a narocnéjSi na technické vybaveni mikroskopu



Nomarského diferencialni interferencni
kontrast (DIC) -+ P -

ANALYZATOR P2

* Od bézného mikroskopu se tato uprava lisi (+45°)
pouze vloZzenym parem Wollastonovych ZVETSENY,
hranolli a parem zkfiZzenych polarizatoru ROZDVOJENY \ sl

* Svetlo vstupujici do kondenzoru je nejprve
linearné polarizovano polarizatorem P1.

e Pak prochazi dvojlomnym hranolovym
délicem Wollastonova typu (Wc), pricemz
smeér jeho polarizace svira s optickymi
osami hranolového délice uhel 45°.

* Druhy Wollastonuv hranol (Wo), shodné
orientovany s hranolem Wec, se nachazi
tésneé za zadni ohniskovou rovinou
objektivu.

* Nasleduje polarizator P2, ktery je kvali
lepSimu kontrastu zobrazeni zkrizen s P1.

OBJEKT




Georges (Jerzy) Nomarski

1919 — 1997
Polsky fyzik a teoretik optiky
Po WWII zil ve Francii

vynalezce: Diferencialni
interferencni kontrast (DIC) =
Nomarského interferencni S e
kontrast (NIC)

Modifikace WoIIastonova hranolu (1950s)




William Hyde Wollaston

1766-1828

Anglicky chemik a fyzik (botanik,
krystalograf, optik, astronom,
mineralog)

Vynalezl - Wollastonuv hranol:
rozdéluje nahodné polarizované nebo
nepolarizované svetlo ve dva linearné
polarizované paprsky

Zasadné dulezity v interferometrii a v
diferencialni interferencni kontrastni
mikroskopii (DIC)




Wollastonuv hranol

ze dvou pravouhlych hranoll se vzajemné kolmymi
optickymi osami z islandského vapence spojenymi k sobé
svymi bazemi

paprsek prirozeného svetla dopada kolmo na sténu,

v hranolu vznikaji paprsek radny a mimoradny, které
jdou stejnym smérem kolmo k optické ose

ve druhém hranolu postupuji oba paprsky take kolmo k
optické ose, ale protoze jsou optické osy obou hranold
navzajem kolmé, zmeéni se paprsek radny ve druhém
hranolu v paprsek mimoradny a naopak ’ff"’

Oba paprsky se tim znacné rozestoupi | —
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Analyzator P2 i “T o
(+457) Hranolovy délié o
Wo “To
— Wollastonuwv °
(Nomarskeho) ' —
hranol &
Objektiv — —
Sklicko = > -— nasebe H_l
se vzorkem — kolmé paprsky N

Kondenzor —

o :.,“;'I‘:t':::':f we . dvojice paprski (fadny a
(Nomarského) mimoradny)
hranol « Jerzy Nomarski modifikoval
Wollastonuv hranol 1955
vibrace v kolmych rovinach —bez
interference
* lokalni porovnani fazového
posunu
» do stejné roviny -interference

b4 — Polaryzator P1
(-45%)

}- svétlo ze zdroje



Interferencni roviny a optické osy ve
Wollastonove a Nomarského hranolu

Wollastonuv hranol

Nomarského hranol

mimoradny
paprsek

radny
paprsek

(a)

Optic
jl> ‘!Agtis
Plane Optlac A‘H’<:

45° Uhel > linearné
dopadu  ~polarizilavné
8 C svétlo

ANIMACE:

mimoradny
paprse

radny

interferenéni rovina
---------

Mtls\<:I

linearné 45° Uhel
polarizilavné ¢  dopadu
svéetlo 7 €=

http://www.olympusmicro.com/primer/javal/dic/wollastonwavefronts/index.html




A)

OKULAR

ANALYZATOR P2
(+45°)

ZVETSENY,
ROZDVOJENY
OBRAZ OBJEKTU

HRANOLOVY DELIC

OBJEKTIV

OBJEET

KONDENZ.OR

Q>

Qt qn
—— 1__.—.

\

B)

profil intenzity svétla
¥ obraze, pororovany po
i prilchodu analyzdtorem P2
.7?;,1' LT diferencidlni fézovi profil
Q'I'l F!‘
AV TN Jfdzové profily v mist
laterdlnk posunutjch obrazd
< P

fézové profily #(x.y)
—_— svltelnych vin 1o objektem

profil optické doulrky
— objektu (n-d)

Obr. 4. Schéma optické soustavy mikro-
skopu pro Nomarského diferencialni in-
terferenéni kontrast: A) usporddani op-
tickych prvki, B) znizornéni zpisobu,
jakym vznikd diferencidlni interferenéni
kontrast.



Diferencialni interferencni kontrast

Fea R R RN TR 1 AW e PR < R i AR\,
Dt | k) Ny ! 3 1 s { ,:' Wy

» konverze fazového posunu ve
zmenu amplitudy

« pseudoprostorovy efekt

(ZvétSeny obraz vzorku se jevi jako

Sikmo osvétleny trojrozmérny objekt)




Vyuziti DIC

e pruhledné fazové objekty rozptylujici svétlo

* bakterie, spermie, bunky, prvoci, vlakna, rozsivky,
vlakna, chlupy, vlasy, zivé organizmy ve vode,
radiolarie (mrizovky), koloidni suspenze, prasky,
roztoky mineralnich latek
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Nomarski DIC

Bright field




Vlastnosti DIC

* obrazy zkoumanych objektl jsou bez rusivého
halo, které se casto vyskytuje pri fazovém
kontrastu

* velmi mala hloubka ostrosti (< 0,25 pum)

* |ze realizovat i pri hornim osvetleni (Reflexni
diferencialni interferencni mikroskopie
umoznuje napfriklad pozorovani struktur na
integrovanych obvodech)



' analyzéator

Wollastoniv hranol

zadni ohniskova rovina
objektivu

objektiv

preparat

kondenzor

predni ohniskova rovina
kondenzoru

Wollastoniv hranol

1 polarizator

vysledny obraz objektu
podle: indexu lomu,
tloustky, orientace vuci
roviné Wollastonova
hranolu, otaceni svétla
objektem

v v

FK, neni omezena NA
objektivu,



Jak mikroskopovat

serizeni:

* nastaveni podle Kohlera

 skfizeni polarizacnich filtru

« zarazeni spodniho hranolu odpovidajiciho
pouzitému objektivu

* nastaveni horniho pohyblivého hranolu -
barva, jas pozadi,...

DIC bude prakticky vyzkousen na parazitologii — presun do
A31, 3. patro
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