Mikroskopie s fazovym kontrastem

Charakteristika

Vétsina svételnych mikroskopd, které se pouzivaji pro zkoumani nejen biologickych preparatli, umoznuje
pozorovani jen takovych objektl, které v rlizné mitre pohlcuji prochézejici svétlo - méni tedy amplitudu
prochazejiciho elektromagnetického vinéni. Tyto objekty se nazyvaji amplitudové.

Existuje ale mnoho objektd, které po prichodu svétla poskytuji velmi malé nebo Zzadné rozdily v absorpci
svételného zareni a jsou tedy pro pozorovani v prochdzejicim svétle nevhodné. Tyto preparaty ale kvili rGiznému
indexu lomu v rlznych bodech méni fazi prochazejiciho svételného vinéni. Paprsky prochéazejici preparatem se tedy
liSi fazi svételné viny. Takovéto objekty nazyvdme fazové. Patii mezi né vétsina nebarvenych biologickych
preparatd.

Malé fadzové rozdily vSak nase oko neni schopno rozeznat, a proto se ndm fazové objekty jevi jako bezstrukturni a
prihledné. Proto k jejich pozorovani neni bézny mikroskop vhodny. Pro jejich pozorovani byl tedy vynalezen tzv.
fazovy mikroskop, ktery je schopen prevést fazové zmény na amplitudové, a tedy na zmény lidskym okem
pozorovatelné. Umoziuje tak pozorovani mnohych bunéénych struktur, které byly pred vynalezenim fazového
mikroskopu pozorovatelné az na mrtvych a nabarvenych burikach.

Fazovy posuv zavisi na vinové délce zareni zdroje, indexu lomu pozorovaného objektu, délce optické drahy svétla v
pozorovaném objektu (tloustka objektu).

Princip funkce

Obraz objektu v obrazovém ohnisku vznika interferenci dvou
vinéni. VInéni pfimého, které prochdzi preparatem beze
zmény, a vinéni difrak¢niho, které je fdzovym objektem
posunuté. Fadzovy posun téchto dvou vin je ale pomérné maly.

Primé a difrakéni vinéni mizeme oddélit tak, Ze do obrazového Taroue: siFeakTie! Suzik SVETLA b e
ohniska objektivu umistime tzv. fazovou desticku, kterd ma
tvar prstence. Ta posune fazi pfimého vinéni o hodnotu
odpovidajici ¢tvrtiné vinové délky.

schéma stavby fazového mikroskopu

Podle pouzité fazové desticky ndm mohou vzniknout dva interferen¢ni obrazy.

= Pozitivni fazovy kontrast - fdzova desticka o optické tloustce 3/4 vinové délky posouvé fazi primého vinéni
0 + 90°. Tlustsi ¢asti preparatu se budou jevit tmavé, tenti naopak svét/é.

= Negativni fazovy kontrast - fazova desticka o optické tloustce 1/4 vinové délky posouva fazi primého vinéni
0 - 90°. Tlustsi ¢asti preparatu se budou jevit svét/é, tenci naopak tmavé.

Vyznam

Pouzivéa se pro pozorovani nezabarvenych objektd, prfedevsim struktur v Zivych burkach, jako jsou jadro, jadérko,
chromozémy a vakuoly. M{Ze podstatné zvysit kontrast také u slabé zabarvenych a $patné rozlisitelnych struktur
histologickych preparatd.

Historie

Prvni fazovy mikroskop vynalezl holandsky fyzik Frederik Zernike roku 1935 a pouzil metodu fazového kontrastu.
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