Mikroskopia fazowo-kontrastowa




Klasyfikacja obiektow mikroskopowych

Przedmiot amplitudowy
Przedmiot fazowy

Przedmiot amplitudowo-fazowy

Przedmiot izotropowy
Przedmiot anizotropowy



Zasada kontrastu fazowego
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Teoria powstawania obrazu fazowo-kontrastowego

Przedmiot fazowy —
natezenie Swiatta w obrazie mikroskopowym (zwyktym) takie samo jak w tle

M S, —éwiatio bezposrednie
Sq— Swiatto dyfrakcyjne
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Rozktad natezenia
Swiatta bezposredniego i dyfrakcyjnego
W Zrenicy wyjsciowej obiektywu
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- Swiatfo nieugiete

Wektorowa interpretacja kontrastu fazowego

- Swiatfo ugiete

- Swiatto catkowite

- Swiatfo ugiete po przejsciu
przez ptytke fazowga ¢wieréfalowg




Wektorowa interpretacja kontrastu fazowego

t — Swiatto przechodzace przez badany obiekt B . R
b — Swiatto przechodzgce obok obiektu B ‘b‘ ~ ‘t ‘
d — swiatto ugiete na obiekcie B



Wektorowa interpretacja kontrastu fazowego
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Fourierowska analiza kontrastu fazowego

PH

T =1-exp(i-p)

exp(i-7/2)=i dla (k,.k,)=(0,0)

1 dla (k,.k,)=(0,0)
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Fourierowska analiza kontrastu fazowego

Przejscie swiatta od przedmiotu do obrazu: etap dwustopniowy

1. Ptaszczyzna przedmiotu — ptaszczyzna ogniskowa obrazowa obiektywu:
prosta transformata Fouriera

2. Ptaszczyzna ogniskowa obrazowa obiektywu — ptaszczyzna obrazowa obiektywu:
odwrotna transformata Fouriera



Fourierowska analiza kontrastu fazowego

T(x,y)=exp(ig)=1tig ¢<<2z
FEFT

T(k,.k, )=FFT (1ip) = PSF (k. k, ) +i®(k,k, )

PH

PSF(k,,k, )= expli z/2)- PSF(k,, k, )=iPSF(k,,k, )
D (K, k, ) >1-i0(k, k) =id(k,,k, )

T (k. k, ) > T (k. k, )=iPSF (k, .k, ) £i®(k,,k, ) =i(PSF i®)
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Absorbujgca ptytka fazowa

N — natezeniowy wspotczynnik transmisji fazowej ptytki Ph (1,=1/N-1,)

K =-2pJN dla w =+90°
K =+20/N dla y =-90°



Duze przesuniecia fazowe
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Warunki Richtera

Warunki Richtera:
optymalne przesuniecie ptytki fazowe;j
oraz optymalna przepuszczalnos¢ ptytki

Dopasowanie

/ fazowe

Wop = £90°+ @/2

Topt =4/ N = 4sin’(¢p/2)
\ Dopasowanie
natezeniowe

(maksymalna konstruktywna lub destruktywna
interferencja swiatta bezposredniego i dyfrakcyjnego)



Zasada budowy mikroskopu fazowego wg Zernikego
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Typowa ptytka fazowa

Kl WM
/
n WD
///
WD — warstwa dielektryczna o
WM — warstwa metaliczna V= 7 h(nkI — nph)

Ph — pierscien fazowy



Annular Phase Plates
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Glass Partially Phase Retarding
; Absorbing Material
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Phase Plate and Light Annulus Alignment
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Objective Apertures and Phase Contrast Optics
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Halo i cieniowanie

Halos in Phase Contrast and DIC Microscopy




Kontrast fazowy dodatni i ujemny
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Kontrast fazowy dodatni i ujemny

Specimens in Positive and Negative Phase Contrast

Figure 7



Kontrast fazowy dodatni i ujemny

Shade-Off in Positive and Negative Phase Contrast

Positive Phase Negative Phase
Extended Contrast Contrast
Phase Specimen
(a) @ E

Figure 1
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Pierscienie fazowe Ph w obiektywach PZO




Kontrast przemienny
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Characteristic

Image Brightness
(Brightfield = 100 Percent)

Epi-Fluorescence Light Loss
(Brightfield = 0 Percent)

Lateral Resolution

Axial Resolution
(Depth Discrimination)

Illluminating Aperture

Phase Shift
Detection Limit

Utility at High Phase Shifts
Azimuthal Effects

Halos and Shade-Off
Stained Specimens
Birefringent Specimens

Birefringent Specimen
Containers

Brightfield Image
Deterioration

Cost

Phase Contrast

1.3 Percent

28 Percent

Condenser
Annulus
Restricted

Poor

10 Percent of
Objective NA

<A/100
Not Useful
No

Yes

Not Useful

Useful

Yes

Slight

Moderate

DIC

0.36 - 2.3 Percent

73 Percent

Superior

Superior

Variable
<A/100
Useful
Yes

No
Useful

Not Useful

No

None

High



