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Vyznam fazoveho kontrastu

 objekty amplitudove = barevné nebo nabarvené — vetsi nebo
mensi merou absorbuji svetlo = meni amplitudu prochazejicino
vineni

* objekty fazove = od sveho okoli se liSi jen malou zménou indexu
lomu = nemeéni amplitudu vinéni, ale posunuiji jeho fazi

* lidské oko neni citlivé na posun faze

 fazovy kontrast preménuje fazove posuny vinéni
na zmenu amplitudy a umoznuje tak pozorovani
zivych nebarvenych objektu



Fritz Zernike — holandsky fyzik
nositel Nobelovy ceny za fyziku v roce
1953

* Formuloval zasady fazového kontrastu
e Poprvé je publikoval v roce 1935

e Podle jeho patentu byl v roce 1941
vyroben prototyp ve firme Zeiss Jena.

e Od roku 1945 se toto zarizeni zacalo
sériove vyrabeét a ziskalo si mnoho
uzivateld.

e | éta 1948 — 1955 byla obdobim
nejvetsiho rozkvetu aplikaci fazove - :
kontrastni mikroskopie, predevsim v 1888 - 1966
biologii.




Souprava pro fazovy kontrast

pomocny mikroskop
pro centrovani
clony a fazové desky

fazové objektivy
s fazovou deskou
Phz

fazovy kondenzor s prstencovymi clonami



pozkivenl fazovy kontrast
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sifedni obrazova roving

fazova deska

fazavy pratenec

Mimo optické komponenty pro pozorovani ve svétlém poli jsou zde jesté dvé "fazovée
desky" umisténé do optické drahy mikroskopu. Prvni, umisténa v kondenzoru
mikroskopu, vymezuje duty kuzel svétla dopadajici na objekt. Vytvafi se tak v
podstate dvé hlavni optické drahy. Prvni, osvétlujici objekt a beze zmény prochazejici
preparatem v misté bez objektu (na obrazku zluta barva) a druhy, prochazejici
objektem, jehoz draha a faze je ovlivnéna pravé prichodem objektem. Rozdil téchto
dvou optickych drah odrazi rizné indexy lomu objektu a jeho okolniho prostfedi. P¥i
pruchodu objektem obvykle dojde ke spozdéni faze o méné nez 1/4). , tento posun
nejsme schopni detekovat o€ima. Tuto fazovou zménu Ize prevést na zménu
amplitudy (jasu), pokud posuneme fazi svétla, které proslo beze zmény preparatem v
misté bez objektu (osvétleni pozadi objektu) o 1/4\ pomoci fazové desky v objektivu a
naslednou interferenci paprskul téchto dvou optickych drah ve stfedni obrazové
roviné. Pokud dosSlo ke zpozdéni svétla pozadi o 1/4) , tak se svétlo pozadi dostava
do stejné faze jako svétlo po prlichodu objektem a jejich naslednou pozitivni
interferenci ke zvySeni jasu objektu pozorovaného na tmavsim pozadi (negativni
fazovy kontrast). To je dobfe patrné vzhledem k relativné nizké intenzité osvétleni
pozadi omezené fazovym prstencem kondenzoru a ¢asto jesté potlacené neutralnim
Sedym (ND) filtrem, ktery je soucasti fazoveho prstence fazové desky objektivu.

Naopak, pokud dojde na fazové desce ke zpozdéni faze svétla po prichodu
objektem, tak je vysledkem rozdil 1/21 mezi obéma optickymi drahami. Vysledkem
je destruktivni intreference ve stfedni obrazové roviné a tmavsi objekty na svétlém
pozadi (pozitivni fazovy kontrast)

http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro/mscope/DIC/fk.htm



Schéema fazoveho kontrastu podile
Zernikeho
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http:/lIwww.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.htmi



Srovnani obrazu preparatu
epitelialnich bunek sliznice

v prochazejicim svétle ve fézovém kontrastu

//lwww.microscope-microscope.org/advanced/phase-contrast-microscope.htm



Srovnani obrazu projasneneho
semene

Cancalla hii
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pri Sikmém osveétleni ve fazovém kontrastu




Srovnani obrazu epidermis cibule

e ——————

e ——— - --Ii' ep—
T ——— =

100 um . '
3 = = @ Barbara Vilhar

v prochazejicim svétle ve fazovém kontrastu



Diferencialni Interferencni Contrast

kolem 1950, Georges Nomarski

zvetSeny obraz vzorku se jevi jako ni kontrast (DIC) vyuziva

mikroskop - 1959 Carl Zeiss sikmo osvétleny trojrozmémy objekt  ndexech lomu prostredi,
' pouZiva k pozorovani

né konstrukce, kterou
— : nad objektivem a neni

analyzator \ interference dvou lateralné ) DIC. Obraz pozorovany
posunutych obrazu a srovnani

WollastonGv hranol ZF  t4,0vych rozdild v celé plode obrazu

objektiv vzniknou dva identické obrazy objektu,

preparat které jsou vudi sobé lateralné posunuty

ruzna tloustka preparatu = fazove rozdily
kondenzor

Wollastonlv hranol = rozdéleni polarizovaného svétla na
dvé slozky

4 polarizator —_—
linearni polarizace svétla



JHalo" efekt

Halos in Phase Contrast and DIC Microscopy
Jednim z typickych artefaktu vznikajicich pfi pozorovani

ve fazovém kontrastu je "halo efekt" ohraniCujici objekty.
Tmavé objekty jsou v pozitivhim fazovém kontrastu
ohraniCeny svétlym "stinem" a naopak jasné objekty v
negativnim fazovém kontrastu maji "stin" tmavy. Tento
efekt je vysledkem neuplného prostorového oddéleni
optickych drah svétla pozadi a svétla prochazejiciho
objektem. Cast svétla po priichodu objektem sdili optickou
drahu se svétlem pozadi i béhem prichodu fazovou
deskou objektivu a dochazi tak k posunu faze odliSnému
od ostatniho svétla prochazejiciho objektem. Vysledkem
je pravé vznik "halo" na hranicich objektu.

@ Figurea

http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dicphasecomparison.html



Stitkovité kryci trichomy hlosiny (Elaeagnus sp.),
Nomarského diferencialni interferencni kontrast,
zvétseni 360 x

http://casopis.vesmir.cz/files/obr/nazev/20
04 _146_03:jpg/type/html

Grain of pollen from the lesser celandine
(Ranunculus ficaria) which has produced a pollen tube.

Kept in a 15% sugar solution for approximately 6 hours.
Phase contrast. Field = 0.25 mm.

http://www.funsci.com/fun3_en/guide/guide4/micro4_en.htm



Phenotype of mutants observed by DIC microscopy A

http://www-plb.ucdavis.edu/labs/sundar/projects/gametogenesis.html

Pylova zrna rostliny Protea mundii,
fazovy kontrast




