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Microscopia de Luz

Uso de luz visivel para observar
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Campo Claro - Bright Field

Campo Escuro - Dark Field

Contraste de Fase - Phase Contrast

DIC (Differential Interference Contrast)
Luz Polarizada



Microscopia de Luz
Uso de luz visivel para observar

Phase Contrast




Microscopia de Campo Claro

INFABIC
e [luminacao transmitida, ou seja a luz passa pela amostra.

* Toda area é iluminada - ajustada para a iluminacao de Koéhler

* Ideal para amostras coradas (ex. Hematoxila e eosina, etc...)



Microscopia Campo Escuro - Dark Field

* [Iluminag¢dao com condensador especial. Para transmintir um cone de luz
0co que nao entra na objetiva de forma direta.

* Fundo (blackground) fica escuro
= ) Darkfield Microscope Optical Configurations
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https://www.microscopyu.€bm/techniques/sterédmicroscopy/darkfield-illumination
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. Brightfield Darkfield
Brightfield s Darkfield
= (green filter) Aridiele (blue filter)




Microscopia de Contraste de Fase - Phase Contrast

Brightfield

Darkfield Phase-contrast



Microscopia de Contraste de Fase - Phase Contrast
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Phase Contrast Imaging of Transparent Thin Specimens

(a) (b)
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© « Espécimes finas ndo coradas néo
absorvem luz suficientes para
ficarem visiveis com uso de campo
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(Thicﬁg:tl%‘:rtlon) Adherent aproximadamente YA,

Sell * Luz que nao é desviada é adianta em

(Thin) YA em relacdo a luz que passa pela

espécime. Diferenca de %A causa

~~ interferéncia destrutiva e aumento
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Microscopia de Contraste de Fase - Phase Contrast
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Microscopia de Contraste de Fase - Phase Contrast

Uso de interferéncia destrutiva € para
melhorar o contraste das células e
amostras transparentes finas.

A iluminacgao € feita através de um anel
anular colocado entrealuz e o
condensador..

Placa de fase (phase plate) colocada no
fundo da objetiva.

Raios ndo difratados passam pela ranhura
da placa

Resultado: melhor contraste nas imagens.

-- Image plane

Prato de Fase

1. Objective
T Direct light

Phase plate ————& W) (phase shifted)
Lenses i

Direct light

Scattered light
2. Specimen redle

3. Condenser lens

4. Annular ring — — — Anel Anular

~

5. Light source & ’




DIC - Differential Interference Contrast :
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Campo Claro Contraste de fase DIC



DIC - Differential Interference Contrast

Differential Interference Contrast Imaging of Transparent Thin Specimens
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Diferencas de gradiente e indice
de refracao em amostras finas

Permite viasualizar algumas
organelas

Pseudo aparéncia 3D



DIC - Differential Interference Contrast
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Microscopia de Luz Polarizada

* Aumenta contraste melhorando a — Eefore atranch
qualidade de imagens de
materiais birefringentes.

i
. y \

. ET ) ‘.\1\w\ \\-‘\'
Y
8y :
Y
oW

* Alto grau de sensibilidade
podendo ser usado para estudos
quantitativos e qualitativos.

§ o wandld
i

“:AW.}!\W\ | k:“"\‘. -
11O N :




Microscopia de Luz Polarizada
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Polarized Light Microscope Optical Pathways and Components
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Microscopia de Fluorescéncia

Alto contraste

Alta sensibilidade

Multipla marcacao

Analise de amostras fixadas ou vivas
Alta especificidade de marcacao
Rapidez na aquisicao da imagem
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Microscopia de Fluorescéncia

::Detector

Mercury
Arc Lamp

H\

Excitation
Filter

Sample

Emission
Filter

Dichroic
Mirror

X WORKSHOP TEGRICO-PRATICO DO
17-21 ¢ 24-27 de outubro de 2022



Image Plane
Phototube

lllumination Mode § | ight Beam Intensity: 95% | Filter Cube:550 nm

O Epi-Fluorescence
@ Transmission
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Image Plane
Front Port

lllumination Mode
O Epi-Fluorescence
@ Transmission

Light Beam Intensity: 95%

Filter Cube:550 nm
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Fontes de Iluninacao

Lampadas Fluorescéntes: Mercurio, LED, Xenon etc...
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Filtros

Interference
Filters

Figure 8
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Fluorescence Filter Set Configurations
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HXP 120V

. Focus Controller2
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Controle de Temperatura e CO2
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Placas de especificas
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Microscopia de Fluorescéncia

Time Lapse
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