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Architecture du Microscope — 3 systemes optiques
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— L’objectif a pour role de donner une bonne image
trés agrandie de I’objet observé : grandissement vy

Les 4 objectifs classiques

Coupe d’un objectif Indications :
les lentill .
SO Grandissement y ex: 40
Ouverture Numérique O.N (oil) ex: 0,65
Longueur Tube ex: 160 mm (ou
Epaisseur Lamelle Couvre-Objet ex: 0,17 mm
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|La caracterstigue I pluSimpoRiante Gie
IPobjectit : I"ouverture numeérique O.N

—> L’ouverture numérique O.N va déterminer le pouvoir

séparateur PS de I’objectif (résolution) c¢’est-a-dire son
aptitude a montrer les tres fins details

Résolution = PS = 0,33/ O.N en micrometres

§ ——

Préparation

O.N=n.sinu 5 — P S —
; s 'objectil est puissant, plus sen
n= indice de réfraCtion Iﬁ : Chaverture Numerigise #=t grande, plies

o s.r N son angle de capture augmente.
— conicité des rayons a

I’entrée de 1 ’objectif




[DIStance Erontale S diStanCer entheNENoesS
de Iobjectif et I"objet observe

Graduation de
la vis micrométrique 2
# 1 micron

Plan de montage de | ‘objectif

Distance
parfocale fixe
de 45 mm.

Distance frontale ou
distance de travail.

(Varie selon | ‘objectif) —> Faire la mise au point (focalisation)

Objet observé

c’est régler précisement la distance frontale

longueur de tube (160) l

La normalisation des caractéristiques g |
= Plan obj Appui d Plan de l'imag id

des microscopes permet et g tdtn

la parfOCal isation Figure 7: Principales distances normalisées du microscope (en mm)

(11'y a aussi des objectifs a lentille frontale rentrante a ressort)
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Grandissement Ouverture Pouvoir Distance Emploi
Y Numérique seéparateur  frontale

vy =4 O.N =0,10 3,3 pm 35 mm Sglleection de la

V= 10 O.N=0,25 1,32 pm 7 mm Centrage de
I’objet

O.N=0,65 0,51 pm 0,6 mm Grossissement
standard

O.N =0,85 0,39 pm 0,5mm Grossissement
standard (+)

Grossissement
0,26 pm maxi-lmmersion
dans huile

-
)
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— Le role de ’oculaire est de grossir ’'image
donnée par P’objectif : grossissement Goc

Indications :

- Largeur du champ :ex WF

- Grossissement : ex 10 x

- Indice de champ IC : ex 18 mm
(+ lunettes)

@ Formule de détermination du champ visible = Indice de champ /
Grandissement obj ~
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— La formule donnant le grossissement du microscope en
fonction de I’objectif et de I’oculaire employés est

Gm =y obj x G oc
avec: vy obj =grandissement de I’objectif employé
G oc = grossissement de I’oculaire employé

Exemple :  objectif de grandissement y obj = 40
oculaire de grossissement G oc = 10 x et IC= 18 mm

Gm =40 x 10 =400 x

diametre du champ observé sur la préparation:
18mm /40 = 0,45 mm



17 ceil a IPoculaire dumicroscope : I"adaptation
ceil’/microscope

—> le faisceau de lumiere sort de I’oculaire et rentre
dans ’eil par la pupille

— L’ceil est le plus performant si le faisceau de lumiere
a un diametre compris entre 0,6 mm et 0,8 mm

Si le faisceau sortant a un diametre inférieur a 0,6 mm
les défauts de la cornée et de I’humeur vitrée
dégradent fortement I’image fournie par I’objectif

Le diametre du faisceau de sortie est donné par la relation:
Ds =500 O.N/Gm
Le diametre augmente quand ON augmente
Le diametre diminue quand Gm augmente

Il existe donc un optimum pour chaque objectif employé entre le grossissement
Gm et I’ ouverture numérique ON de I’objectif
L’optimum de grossissement est donné par : Gm opt = 750 x (O.N)
(relation donnée pour un objectif standard)




I’optimum Grossissement G/ ©OCUlaire

Gm opt=7/5 x 18,7 X G oc= 15 x OK
G oc = 10 X
sous-employé

Gm opt = 187 X 18,7 x G oc = 15x OK
G oc= 10 x
sous-employé

Gmopt =487 x Goc=12,2 X G oc= 15 X
acceptable

Gm opt = 637 x G oc= 10,7 X G oc = 15 X
inadapte

Gm opt =937 x G oc= 9,4 x G oc= 15 X
totalement
inadaptée




Sa=llerCondensetir s leimeaitre celal Uimiene

Lentille frontale

Lentille collectrice

Diaphragme iris

Fig.14 Ce condenseur achromatique-
aplanatique (Wild) utilise 6 lentilles

— Le role du condenseur est d’adapter le cone de lumiere issu de
la source lumineuse a l’ouverture numérique ON de I’objectif

__—Specimen 7
g
- %& — — ondenseur II'|'|l||||I II'IIII‘

lllL

Diaphragme
i . Condenseur avec reperes

condenseur

CONDENSEUR ACHROMATIQUE ;

Cette adaptation se fait en positionnant la hauteur du condenseur et en
réglant le diaphragme iris d’ouverture : ce réglage est fondamental,




Régler le diaphragme d-ouverture pour
LitiliSerIe mICEOSCOPE alNMesamUITEGIENSES
POSSIOIITES
— Le challenge en microscopie d’observation d’objets incolores est de trouver
le bon équilibre entre resolution et contraste : cet equnlbre dépend du
réglage du condenseur
- Onregle a priori de facon génerale le condenseur
en position haute (réglage de base)
Le réglage du diaphragme d’ouverture

devient alors fondamental (surtout avec
I’emploi d’un objectif a fort grandissement)

— Ce réglage va permettre d’éclairer de facon homogene la préparation

et ainsi optimiser le pouvoir séparateur PS de I’objectif et le bon
contraste de I’image fournie par ’objectif

(quand on augmente le contraste,
le PS diminue d’ou optimum a rechercher !)
12




Contraste insuffisant Résolution basse

Diaphragme d’ouverture Diaphragme d’ouverture
trop ouvert trop fermé

Effet du réglage du condenseur 13




REGIES PratiCUES GIUREECI AGENGIT!
CONGIENSELIK

1-Verification du centrage du condenseur:

(on peut se servir d’une croix que I’on pose sur
la source lumineuse)

2- Vérification position du condenseur:
position haute

3- vérification du positionnement du
diaphragme d’ouverture

On ferme le diaphragme a # 80% de la valeur de ’ON

de objectif (diameétre de la pupille)(surtout avec

les objectifs de grandissement important)-ce reglage se fait
en enlevant un oculaire et en regardant dans le tube "




Emploi de I"objectil a immersion d”huile

On avu précédemment
1-que le grossissement optimal était donné par la relation : Gopt = 750 x O.N
2 la relation donnant I’Ouverture numérique est O.N = n. sinu

Si on veut obtenir des valeurs élevées pour Gopt il faut augmenter O.N

Cela s’obtient en augmentant I’indice de réfraction n c¢’est-a-dire en immergeant
I’objectif dans de I’huile d’immersion n’= 1,55 (airn=1)
Dans ce cas I’O.N peut atteindre 1,25 et (méme plus)

4—— verren= 1,515
o A Objectif apochromatique
A Dry objective B Oil objective - sk o
ayant une ON comprise . Hmle a ninersion
entre 1,25 et 1 40 ~~ n=15I5

verre n= 1515

Lamelle

Lame verre n= 1,515

Huile 4 iminersion

Total internal Total internal . n= 1,515
P — reflection does Condenseur aplanétique
higher angles not occur achromatique ayant une

cerre n= 1,515
ON atteignant 1,40 verre n= 1,515




Il"emploil d*un' micrometre

o B T

| MICROMETRE
 TOBJECTIF

WF10X / 20

T\\\‘[D ! "[b J\h 5]‘ \(H\[HHMIH\HHMW\

Micromeétre objectif Oculaire micrométrigue G oc = 10 X
1 petite division= 0,01 mm= 10 microns

Obijectif 10 Obijectif 40 Objectif 60 Objectif 100
1 divoculaire=10p  1div oculaire =2,5p 1 divoculaire=1,66 p 1divoculaire = 1p

Formule : 1 division = 1000/ Gm (si oculaire micro Goc = 19 X)
1
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En restime

Avant de commencer la séance :
- Verifier ’agencement des objectifs sur le revolver et le sens de
montée des grandissements
- Veérifier la parfocalisation
- Verifier le centrage du condenseur
- Veérifier que le condenseur est en position haute
- Vérifier ’oculaire employé
- Si emploi d’un micrometre :
vérifier I’étalonnage de I’oculaire

Réglage du Condenseur

En-cours de séance :

- Régler selon les besoins I’intensité de I’éclairage (rhéostat)
- Si utilisation de d’objectif a fort grandissement:
régler le diaphragme d’ouverture (contraste)

18
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LLame porte-objet (LPO) : épaisseur = 1,1 mm
Lamelle couvre-objet (LCO) : épaisseur = 0,17 mm

lame  lamclle
objet biologique
liquide (eaw'huile)

épaisseur

R e
reelle t ;

OO couvre-objet

R ; "7 milieu de montage
lame X\ : ’ objet
\ \ N\ ANS \ A \.v'“

Fig. 34. Comment ne pas faire des lames!

'A‘ I’objet est toujours trop épais !

Respect de D - .
l,éppaisseur ( attention a la lame de liquide
de laLCO au dessus de ’objet : poser I’objet

surlaLCO1!) 19

Fig. 33. Le couvre-objet responsable d'aberration sphérique



AlgmenterlesscontiaStes atithementen
employant ces ColoRantSFOURCIESIREACHITS

— Pour rendre I’observation plus aisée surtout si I’objet est transparent

on emploie des colorants qui sont diversement absorbés par les
parties de I’objet.
Les colorants les plus utilisés sont:
- le Rouge Congo Ammoniacal
- Le Bleu coton (au lactophenol)
-Le Rouge Soudan

- PEosine
D’autres produits en établissant des réactions spécifiques font office de
colorants
- Melzer (Chloral iodé) (amyloide = bleu-noir)(desxtrinoide= brun-rouge)
- Lugol

- Carmin acétique
- Sulfovanilline
- Fuchsine de Ziehl

— Dans tous les cas, I’observation est facilitée soit par augmentation du
contraste soit par coloration différentielle.
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