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Je uvedena teorie metody fdazového kontrastu, kterda nasla siroké uplatnéni zejména v oblasti
svetelné mikroskopii Uvedené vztahy umoznuji hlubsi pochopeni principu této metody a jsou z
nich patrny vyhody a nevyhody metody. Je ukdzdno, Ze komercné nabizenda zarizeni pro
metodu fazového kontrastu nejsou zdaleka optimalni pro Sirokou tiidu pozorovanych objektil.
Je provedena pocitacova simulace metody fazového kontrastu v Matlabu, ktera umoznuje
nalezeni optimdlnich parametrii zarizeni pro realizaci metody fdazového kontrastu
v mikroskopii.

1. Uvod

Kdyz vroce 1934 publikoval Frits Zernike své prvni prace [1], [2] o metod¢ fazového
kontrastu netusil, Ze se tato metoda pozd¢€ji stane nejrozsifenéjsSi pozorovaci metodou ve
svételné mikroskopii. Za objev metody fazového kontrastu obdrzel Zernike v roce 1953
Nobelovu cenu. V soucasné dob¢ nabizi fada firem ke svym mikroskoplim zatizeni pro fazovy
kontrast, kterd se svym technickym provedenim zna¢né liS§i a pozorujeme-li tentyz fazovy
predmét metodou fazového kontrastu na mikroskopech riiznych firem, nebude vysledny obraz
vzdy stejny. Abychom si uvédomili pro¢ tomu tak je, vSimneme si v tomto ¢lanku, alespon ve
strucnosti, mechanismu tvorby obrazu v mikroskopu a to se zaméfenim na metodu fazového
kontrastu.

2. Teorie zobrazeni v mikroskopu

Uvazujme situaci znazornénou na obr.1. Predpokladejme, Ze pfedmét P nachazejici se v
predmétové rovin€ Sp je osvétlen pomoci kondenzoru K koherentnim svételnym zdrojem
zobrazenym do roviny clony kondenzoru, kterda se nachdzi v predmétové ohniskové roviné
kondenzoru K majiciho ohniskovou vzdalenost fx". Na struktufe pfedmétu nastava difrakce
svétla [7] a v obrazové ohniskové roviné Sg- objektivu O , majiciho ohniskovou vzdalenost f,
muzeme pozorovat difrakéni obrazce odpovidajici riznym difrakénim fadiam, jak je patrno
z obr.1. Vidime zde fadu obrazi clony kondenzoru K odpovidajicich riznym difrakénim
radim. Geometrickd velikost téchto obrazii je dana pfi¢nym zvétSenim [7] mezi rovinou clony
kondenzoru a ohniskovou rovinou objektivu. Jak je z obr.1 patrno, je toto zvétSeni dano
vztahem mgo = f'/fx . Kazdy bod v obrazové ohniskové rovin¢ Sp- miizeme potom povaZovat
za zdroj sekundarniho vinéni, jehoz amplituda je imérna amplitudé¢ v tomto bod¢. VInéni
vychazejici z téchto sekundarnich zdroji potom navzdjem interferuji a vytvaieji obraz P’
predmétu P. Abychom ziskali vérny obraz pfedmétu, je nutné, aby se tvorby obrazu ztc¢astnily
vSechny difrakéni fady. Tuto podminku vSak v disledku kone¢né numerické apertury
objektivu nelze splnit. Tato teorie zobrazeni mikroskopu pochazi od Abbeho a jeji
matematické formulaci se budeme vénovat v nasledujici ¢asti. Necht’ M(x,y) je libovolny bod
pfedmétové roviny, potom muzeme piredmet popsat funkci

P(M) = T(M)explio(M)] , (1)

kde T(M) je amplitudové propustnost pfedmétu a (M) je jeho faze. Pro amplitudu v
libovolném bod¢ Q(xr,yr) obrazové ohniskové roviny Sg- potom plati



U@-=c, [Pw) eXp{—%(Q-M)} aM., @)

kde znaci: k=2n/A ,
A - vlnovou délka svétla,

f' - ohniskovou vzdélenost objektivu O,
Ci=1/irf .
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Integraci zde provadime pies predmétovou rovinu Sp. Pro zkraceni zdpisu jsme pouzili
symboliku
QM=xxp+yyr a dM=dxdy,

kterou budeme i v dalSim pouzivat.
Amplituda v bodé M’ obrazové roviny je potom déna nésledujicim vztahem

uM)=¢, IU(Q)GXp[—;E,(Q-M’)} dQ , (3)



kde C, = SXPUY)

irg’
Integraci provadime pies obrazovou ohniskovou rovinu Sg- objektivu O. Oznaéime-li m jako
pti¢né zvétSeni objektivu O, potom plati (m =- q'/f' ) [7]

a o je realné cislo.

M =mM=(-q/f)M. 4

Dosadime-li nyni vztah (4) do vztahu (3), dostavame

U =€, Ju@es K@ a0

Vzhledem k finitnosti funkei P(M) a U(Q), miizeme integraéni meze rozsitit do nekonecna a
vztahy pro amplitudu U(Q) v ohniskové roviné Sg- objektivu O a pro amplitudu UM') v
obrazové roving objektivu O psat ve tvaru

UQ)=C, TP(M) exp[— %(Q.M)} dM., Q)
UM =C, TU(Q) exp{iff, (Q.M)} dQ - (6)

Ze vztahu (5) uzitim zpétné Fourierovy transformace dostavame
e ik 7
P(M)=C, [U(Q)exp = (QM) dQ. Q)
. Porovnanim se vztahem (6) vidime, Ze plati

UM’) =C.P(M), 8

kde C = C,Co(ALf)* = (1/m)exp(ict).

Ze vztahu (8) je patrno, ze obraz U(M’) je zcela podobny predmétu P(M).

Ptedpokladejme nyni, Ze do ohniskové roviny objektivu O vlozime desticku, ktera nam
ovlivni amplitudu a fazi vinéni v této roviné. Necht” H(Q) je funkce propustnosti této
desticky, plati

H(Q) = G(Q) expli w(Q)] , )

kde G(Q) je amplitudova propustnost desticky a y(Q) je jeji fazovy posuv. Je-li U(Q)
amplituda v bezprostiedni blizkosti pred destickou a "U(Q) amplituda bezprostiedné za
destickou, potom plati

U(Q) ="U(Q)-H©Q). (10)



Vztah (5) pro amplitudu U(Q) v ohniskové rovin¢ objektivu O piSme nyni ve tvaru

UQ) =Uo(Q) + U«(Q) . (11)
kde
U,(Q) =C, Texp[—%(Q.M)} dM ., (12)
U,(Q)=C, +T[P(M) - l]exp{— %(Q-M)} dM . (13)

Amplituda Uy(Q) ndm piedstavuje “piimé svétlo” , tj. svétlo neovlivnéné predmétem,
zatimco amplituda Uy(Q) reprezentuje svétlo difraktované na predmétu. Piedpokladejme nyni,
ze desticka vlozena do ohniskové roviny objektivu O bude ovliviiovat je “pfimé svétlo”, t.j.
pouze amplitudu Uy(Q), tedy podle (10) a (11) plati

"U(Q) = H(Q).Uy(Q) + Uu(Q) - (14)

Pro amplitudu U(M") v obrazové roviné objektivu O obdrzime podle vztahu (6) nasledujici
vyraz

UM’) = Uy(M') + Us(M") , (15)

kde
U,(M)=C; [HQU,(Q) GXP[%,(Q-M)} aqQ - (16)
U, M) =C, [U,@ exp{iff, (Q-M)} aqQ - a7

Ze vztahu (13) uzitim zpétné Fourierovy transformace obdrzime

P(M)-1=C, TUd (Q)exp[% (Q.M)} dQ (18)

a tedy porovnanim se vztahem (17) dostavame
UsM")=C[P(M)-1]. (19)
Volime-li funkci H(Q) tak, ze plati
H=G exp(iy), (20)

t.J. funkce H se neméni se zménou Q, potom mame



U,(M") = H.C, TUO Q) exp{% (Q.M)} dQ. (21)

Jak je znamo, plati pro Diracovu funkci 8(Q) vztah

3(Q)= [exp[-2mi(Q.M)]dM -

—0o0

Ze vztahu (12) potom dostavame

U,(Q)=C, Texp{— %(Q.M)} dM =C,8(Q/Af") - (22)

Dosazenim (22) do (21) obdrzime
U,M") = C.HTS(Q/M’)exp{%(Q.M)} dQ=CH (23)

Dosadime-li nyni (23) a (19) do (15) dostavame
UM)=C[H+PM)-1] (24)
Pro intenzitu v obrazové rovin¢ objektivu O potom plati
IM)=UM)U'M) = lc|? [H+PM)-1][H+PM)-1]", (25)

kde hvézdickou znacime komplexné sdruzenou amplitudu. Dosazenim (1) a (20) do (25)
dostavame

I(M") =L{1+G2 +7° —2[Gcosx|/+Tc05(p—GTcos(\|J—(p)]} . (26)

2
m

Vztah (26) ndm udéava intenzitu v obrazové roviné pii zobrazeni predmétu P = T exp(ip)
optickou soustavou, v jejiz obrazové ohniskové roviné je umisténa desticka modulujici pouze
piimé svétlo, pficemz modulacni funkce je H = G exp(iy). Déle jsme pii odvozovani vztahu
(26) uvazovali nekonecné rozlehly predmét a nekonecné velkou vystupni pupilu objektivu.
Vypoctéme si nyni kontrast obrazu fazového predmétu. Definujeme-li kontrast vztahem

11,
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K

@7

kde intenzita I(p,T,\y,G) je ddna vztahem (26) a Ij je intenzita pozadi [y=I(¢=0,T=1,y.G).
Dosazenim do (27) dostavame

1+ 77 =2[Tcos + Geosy — GT cos(y — ¢)]

K o

(28)



Vztah (28) nam umoziuje vypocitat kontrast obrazu v obecném piipadé. Hledejme nyni
takovou hodnotu ., pro kterou bude kontrast K maximalni. Nutnd podminka pro extrém ma
tvar

XK =0. (29)
oy
Uzitim vztahi (28) a (29) dostavame
siny —T'sin(y—)=0, (30)
Po tpraveé nabude rovnice (30) tvar
T'sing
foy=——"—""* 31
& Tcosp—1 G1)

Vztah (31) nam tedy v obecném piipad¢ dovoluje urcit optimalni posuv y modulaéni fazové
desticky zajistujici maximalni kontrast obrazu pozorovaného piedmétu. Vidime, ze
optimalnim feSenim by byla fazova desticka s proménnym fazovym posuvem, nebot
optimalni fizovy posuv desticky y zavisi na fizovém posuvu predmétu ¢ a jeho
amplitudové propustnosti T. Nelze tedy sestrojit zarizeni pro metodu fdazového kontrastu,
které by soucasné poskytovalo maximalni kontrast pro v§echny pozorované predméty.

Uvazujme nyni zvlastni, v praxi se vSak velmi ¢asto vyskytujici, ptipad kdy T = 1. Jedna se

tedy o Cisté fazovy objekt. Vztah (28) se ndm v tomto piipad¢ velmi zjednodusi a kontrast
obrazu je pak vyjadiren vztahem

K= 2[1—COS(p—GCOS\II+GCOS(\|}—(|))]/G2 . (32)
Ze vztahu (31) potom dostavame

sin @

gy =————=—cotg(e/2)
cosp—1
a tedy
y=7/2+¢/2 , (33)
nebo
y=-1/2+¢/2. (34)

Vztahy (33) a (34) udavaji hodnoty fazového posuvu zavedeného modulacni fazovou
destickou, pro ktery bude kontrast obrazu fazového pfedmétu maximalni. V praxi se vétSinou
ptepoklada, Ze fazovy posuv pfedmétu je maly a pro fazovy posuv fazové desticky potom ze
vztaht (33) a (34) dostavame

y=7/2 nebo wy=-n/2.

Pro malé hodnoty fazového posuvu ¢ predmétu, dostdvame pro kontrast obrazu tohoto
pfedmétu z (32) nasledujici vztah

K(op, v, G) =20 siny)/G . (35)

Dosadime-li sem za  piedchazejici hodnoty, dostavame



K(p, vy =n/2, G) =20/G
a (36)
K(p, vy =-n/2, G) =-20/G

Byva zvykem oznacovat fazovy kontrast s ¢ = m/2 jako pozitivni fdzovy kontrast a fazovy
kontrast s y = -1/2 jako negativni fazovy kontrast, protoze v prvnim ptipadé¢ je pro ¢ >0 K >
0 a v druhém piipade K < 0.

Abychom si u€inili pfedstavu jak jemné detaily pfedmétu mizeme pomoci metody fazového
kontrastu sledovat, napiSme si vztah pro fazovy posuv predmétu, plati

2n
@:T(no—np)d , (37

kde znaci: A - vlnovou délku svétla,
n, - index lomu pfedmétu,
n, - index lomu prostiedi, v kterém se predmeét nachézi,
d - charakteristicky rozmeér piredmétu (napi. jeho tloustka).

Jak je znamo, lidské oko pohodIn¢ rozlisi predméty s kontrastem K = 0,1. Volime-li vlnovou
délku svétla A = 546 nm, potom ze vztahu (36) a (37) dostdvame pro drahovy rozdil

8= (n,-np)d=A.GK/MA4An=4,3G nm.

Pro cisté fazovou desticku je G =1 a tedy rozli§ime detaily predmétu jejichz drahovy rozdil
0 = 4,3 nm. Pouzijeme-li vSak desticku s absorbci napt. G = 0,1 rozliSime detaily pfedmétu
jejichz drahovy rozdil 6 = 0,43 nm. Z tohoto jednoduchého piikladu vidime, ze citlivost
metody fazového kontrastu je velmi vysokd, coz piispélo k jeji velké popularité.

UkaZeme si nyni na nékolika piikladech vliv faze ¢ predmétu a absorpce G fazové desticky na
kontrastu K obrazu v zdvislosti na hodnot¢ fdzového posuvu y fazové desticky. Ve vSech
téchto piikladech uvazujme cisté fazovy predmét a tedy jeho amplitudova propustnost T = 1.
Kontrast obrazu zde definujeme vztahem Ky = (Ip — I)/ (Ip + I). Takto definovany kontrast ma
tu vlastnost, ze plati Ky < 1.
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3. Prakticka realizace metody fazového kontrastu v mikroskopech

7, technického hlediska existuje fada zplisobu jak vyrobit modulacni desticku, ktera by mela
potiebny fazovy posuv a amplitudovou propustnost, tak aby doslo k pozadovanému ovlivnéni
piimého svétla a optimalnimu kontrastu obrazu. VSimneme si zde jen nejuzivanéjSich
zpusobti realizace metody fazového kontrastu.

Metoda fazového kontrastu
g Fazova
K P O destic¢ka
M
Fy A’
P’ *—
q .
f,
<—K—0 a’ o
Clona Ohniskova rovina (Gy)
kondenzoru Predmet objektivu [ Obraz
I
(zdroj svétla je . (T.9) Obrazy clony o
zobrazen do roviny Kond Fazova
clony kondenzoru) ondenzord desticka
Obr.6

Jak jiz bylo diive feCeno, méla by modulac¢ni desticka ovliviiovat jen piimé svétlo a
neovliviiovat svétlo proslé pozorovanym objektem (pfedmétem). Toto vSak nelze prakticky
zajistit a vzdy urcita ¢ast svétla od predmétu bude ovlivnéna modulaéni destickou. Lze ukazat,
7e k minimalnimu ovlivnéni dojde v pfipad¢, Ze na modula¢ni desti¢ce vytvofime vhodnou
vrstvu ve tvaru mezikruzi s potfebnym fazovym posuvem a amplitudovou propustnosti. Clona
v kondenzoru pak bude mit také tvar mezikruzi. Pomér velikosti mezikruzi na modula¢ni
desticce a v kondenzoru bude dan pomérem ohniskovych vzdélenosti objektivu a kondenzoru.
Schéma uspotfadani je znazornéno na obr.6. Vrstva na modulacni desticce je nejCastéji
tvotena dielektrikem, zajistujicim pozadovany fazovy posuv, na némZ je nanesena kovovd
vrstva k dosazeni potfebné amplitudové propustnosti. Vzhledem k tomu, Ze index lomu
dielektrika zavisi na vlnové délce svétla, dochdzelo by pfi pouziti bilého svétla k tomu, ze by
se fazovy posuv vrstvy ménil a doslo by ke ztraté kontrastu. Musi se proto pouZzivat svétlo jen
v urité uzké spektralni oblasti. Z toho divodu se do kondenzoru umistuje
“monochromaticky” filtr, nejéastéji zlutozeleny, odpovidajici vinové délce 546 nm a s velmi
malou polositkou. V tadé ptipadl je fazova vrstva nanesena piimo na n¢jaké plose Cocky
uvnité objektivu. Za tim ucelem jsou objektivy uréené pro fazovy kontrast specidlné



navrhovany tak, aby jejich obrazové ohnisko lezelo na néjaké plose Cocky, z kterych je
objektiv slozen. V roce 1953 navrhl A.Wilska vytvofit fazovou vrstvu ze sazi a toho se jako
prvni chopila firma C.Reichert z Vidn¢ a prodavala tento fazovy kontrast pod nazvem
anoptralni fazovy kontrast. Dodnes tento fazovy kontrast prodava nékolik firem.

Na tomto misté je tfeba se zminit o tom, ze fazova vrstva zajisti sice dobry kontrast obrazu
fazového piredmétu, ale obraz ma okraje lemovany zavojem (tzv. “halo) coz plsobi rusive.
Tmavsi obraz je vzdy lemovan svétlym zavojem a svétly obraz tmavym zavojem. V piipadée
klasické fazové vrstvy vytvorené z dielektrika a kovu je toto lemovani patrnéjsi nez v piipadé
sazové vrstvy pouzivané v anoptralnim fazovém kontrastu.

Mikroskopové objektivy je mozno také opatiit dvéma fazovymi vrstvami z nichZ jedna dava
pozitivni fazovy kontrast a druha negativni fazovy kontrast. Kondenzor je pak opatien clonou
s dvéma mezikruzimi z nichz jedno je pro pozitivni a druhé pro negativni fazovy kontrast [3].
S dalsimi moZnostmi realizace fazového kontrastu je mozno se seznamit v [4], [5] a [6].

4. Zavér

Byla uvedena teorie zobrazeni mikroskopem a s jeji pomoci popsdna metoda fazového
kontrastu. Byl odvozen obecny vztah pro kontrast obrazu piedmétu zobrazeného
mikroskopovym objektivem. Bylo ukdzano, Ze pro dosazeni optimalniho kontrastu obrazu
fazového predmétu je nutno do obrazové ohniskové roviny mikroskopového objektivu zaradit
modulacni desticku, ktera v obecném piipad¢ ovliviiuje amplitudu a fazi ptimého, t.j.
predmétem neovlivnéného, svétla. Vzhledem k tomu, Zze fazovy posuv zavedeny modulacni
destickou zavisi v obecném piipadé na fazovém posuvu predmétu, neni mozno v obecném
piipad¢ sestrojit zafizeni pro metodu fazového kontrastu, které by poskytovalo maximalni
kontrast pro vSechny zobrazované piredméty. Obsahuje-li tedy pozorovany predmeét casti s
riznym fazovym posuvem, budou tyto zobrazeny s riznym kontrastem. Pii praktické realizaci
metody fazového kontrastu je tedy nutno volit urcity kompromis spocivajici v tom, ze
modula¢ni desti¢ka bude mit takovou amplitudovou propustnost G a takovy fazovy posuv v,
které umozni dosdhnout optimalniho kontrastu pro nejc¢astéji pozorované objekty.

Prdce byla vypracovana v ramci grantu GACR 202/02/0314.
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