Fazovy kontrast
Historie

Zasady fazového kontrastu zformuloval holandsky fyzik Frits Zernike (1888 —
1966). Poprvé je publikoval v roce 1935. Podle jeho patentu byl v roce 1941 vyroben
prototyp ve firmé¢ Zeiss Jena. Od roku 1945 se toto zatizeni zacalo sérioveé vyrabét a
ziskalo si mnoho uzivatelil. Léta 1948 — 1955 byla obdobim nejvétSiho rozkvétu aplikaci
fazove — kontrastni mikroskopie, pfedevsim v biologii. V roce 1953 ziskal Frits Zernike

za fazovy kontrast Nobelovu cenu v oblasti fyziky.
Obecny princip fazového kontrastu

Vétsina mikroskopil v biologii umoziiuje pozorovani pouze takovych objekti,
které maji urcity kontrast a vétsi nebo mensi merou absorbuji svétlo. Tyto objekty vlastné

méni amplitudu prochézejiciho vinéni a jsou tedy nazyvany objekty amplitudové.

V piirod¢ vsak existuje mnoho objektl, které¢ vzhledem ke svému okoli nejevi
zménu absorpce svétla, protoze se od svého okoli 1i8i jen malou zménou indexu lomu.

Takovéto objekty jsou oznacovany jako objekty fazové, protoze posunuji pouze fazi

svételné viny. V bézném mikroskopu v prochazejicim svétle nejsou takové objekty dobie
pozorovatelné, protoze lidské oko neni citlivé na zménu faze vinéni. Fazové objekty
muzeme tedy pozorovat bud’ tak, Ze je s pouzitim riiznych metod obarvime — a pievedeme
tak na objekty amplitudové, coz ale vyZaduje usmrceni bunék (a je mozny vznik artefakti)

nebo pro pozorovani zivych bun€k pouzijeme zatizeni pro fazovy kontrast.

Zarizeni fazového kontrastu slouzi obecné k tomu, ze pieménuje fazové zmény
vinéni vzniklé po priichodu fazovym objektem na zmény intenzity svétla. Obraz objektu
v obrazovém ohnisku objektivu vznika interferenci vinéni pfimého, které jakoby
prochdzelo preparatem beze zmény, a vinéni difrakéniho posunutého na fdzovém objektu.
Vznikly obraz je nepozorovatelny, protoze rozdily v indexu lomu predmétu a okoli jsou
velmi malé. VInéni piimé a difrakéni 1ze oddélit, coz je velmi vyznamné, protoze to
umoznuje modulovat amplitudu a fazi svétla pfimého bez ovlivnéni svétla difrakéniho a
naopak. Provadi se to tak, ze se do obrazového ohniska objektivu umistuje tzv. fazova
deska (ve tvaru prstence), ktera posunuje fazi pfimého svétla a vysledkem interference
obou druhti vinéni pak vznika kontrastni obraz fazového objektu. Nejvyraznéjsi fazovy

kontrast vznika, pokud je fazovy rozdil obou vinéni roven %4 vinové délky.



V praxi se rozliSuje fazovy kontrast pozitivni, kdy fazova deska v objektivu
posunuje fazi pifimého vinéni vzhledem k vInéni difrakénimu o + 90° (o +1/4A) a fazovy
kontrast negativni, kdy fazova deska v objektivu posunuje fazi primého vinéni vzhledem

k vInéni difrakénimu o -90° (o -1/4N).
Stavba typického fazové kontrastniho mikroskopu

Nejcastéji uzivana varianta = typ Zernike. Od béZného mikroskopu se lisi
pfedevsim tim, Ze v ohniskové roviné kondenzoru se nachazi prstencovita clona a
v ohniskové rovin¢ objektivu fazova deska s fazovym prstencem. Obraz otvoru
prstencovité clony kondenzorové se tvoii po prechodu svétla pies kondenzor a objektiv
na fazovém prstenci fazové desky. Fazovy prstenec musi pokryvat zcela obraz Stérbiny.
K tomuto pfesnému nastaveni se pouziva centracnich Sroubd, kterymi posunujeme
desticku s prstencovitou clonou. Ke kontrole tohoto centrovani se pouziva tzv. pomocny

mikroskop.

N 24

deska se vyrabi naparovanim ve vakuu — bud’ na sklenénou desku nebo piimo na ¢ocku
objektivu. Spodni vrstva prstence je dielektricka latka (napt. MgF,) a je pokryta
vrstvickou kovu (Cr nebo Al). Dielektricka vrstva slouzi k posunu faze svétla, kovova
vrstva pro oslabeni intenzity ptimého svétla. Pomoceny mikroskop je tvofen jednoduchym
objektivem a posuvnym Ramsdenovym okularem. Monochromaticky filtr (zeleny) neni
vzdy nutny, vétSina zatizeni pracuje 1 v bilém svétle. Fazové posuny jsou vSak
optimalizované pro vinovou délku 546 nm. Pouziti zeleného filtru zlepSuje kontrast a

obecné jakost fazove kontrastniho obrazu.
Popis fazového kontrastu KFZ (PZO Warszawa)

Fazova deska objektivu obsahuje dva prstence. Vnitini je pro pozitivni a vn&jsi
pro negativni fazovy kontrast. Pod 2 §térbinami kondenzorovych clon jsou polaroidy
(prstencovity a krouzkovy), polarizujici prochéazejici svétlo ve smérech na sebe kolmych.
Pti pohybu polarizatorem umisténym pod kondenzorem Ize ,,zhasnout* nebo ,,rozsvitit*
jeden nebo druhy otvor clony a tim pfechazet od pozitivniho k negativnimu fazovému

kontrastu.
Material pro ptipravu mikroskopického preparatu mitize byt rozmanity:

epidermis cibule Allium cepa L., kryci trichomy Saintpaulia ionantha Wendl., projasnéna

semena Capsella bursa-pastoris L...



Postup nastaveni fazového kontrastu na mikroskopu Biolar
1.  Zcentrujeme Zarovku podle Kohlerova principu (zaostfeni a orientace vlakna).

2. Vyménime kondenzor K51 za fazovy kondenzor K3PhZ s oto¢nym diskem se
clonami a polarizatorem. Pti upeviiovani kondenzoru ddvame pozor, aby zadni

centracni Sroub vlevo nenarazel do Sroubu posunujiciho kondenzor.

3. Zaostifime na preparat a okraj clony a zcentrujeme fazovy kondenzor bez zatazené

fazové clony (na disku je proti znacce 0) pomoci piednich centracnich Sroubd.

4. Vyménime objektiv za objektiv fazovy s fazovou deskou se dvéma prstenci

(oznaceno bilym pruhem a symbolem PhZ) a opét zaostfime na preparat.

5. Nadisku fazového kondenzoru nastavime patfi¢nou clonu podle velikosti zvétSeni

fazového objektivu.

6.  Vyjmeme okular a misto n¢j do tubusu vloZime pomocny mikroskop. Vysunutim
okularu pomocného mikroskopu zaostfime na fazové prstence objektivu (hnédé

kruhy) a na obraz $térbiny clony fazového kondenzoru (svétlé kruhy)

7. Pomoci zadnich centrac¢nich Sroubti centrujeme clonu v kondenzoru k fazovym
prstenciim objektivu, aby doslo k Gplnému zékrytu obrazu Stérbiny fazovymi

prstenci.

8. Pomocny mikroskop nahradime okuldrem, vlozime zeleny filtr a pozorujeme obraz

preparatu ve fazovém kontrastu.

9. Do protokolu zaznamename rozdily ve vzhledu téhoz preparatu pozorovaného

v prochazejicim svétle a ve fazovém kontrastu.
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