

Documents de travail
Etude d’un microscope



Eclairage microscope

1) Eclairage Köhler cf schéma (commentaires : (qualité d’éclairement, réglage champ/ouverture, position de Pe du microscope…)










2)Etude de la résolution 
Qualité d’imagerie du microscope – limite de résolution
Calcul des valeurs théoriques de résolution pour chaque configuration de mesure (calculs à faire pour =0,5µm), en indiquant si c’est l’œil ou la diffraction qui limite: 

On donne les formules théoriques pour les différentes limites de résolution :
Limite de diffraction en éclairage incohérent : 
Limite de diffraction en éclairage cohérent : 
Limite de résolution liée à l’œil : (rappel rad)

	Objectif
	Oculaire
	Limite résolution œil (en µm)
	Limite 
résolution diffraction en incohérent (en µm)
	Limite 
résolution diffraction en cohérent (en µm)
	Limite résolution en incohérent (œil ou diff)
	Limite résolution en cohérent
(en µm)

	10
ON 0,25
	10x
	1,5
	1
	2
	1,5 (œil)
	2 (diff)

	
	20x
	0,8
	1
	2
	1 (diff)
	2 (diff)

	20 ON=0,40
	10x
	0.8
	0.6
	1.25
	0.8(œil)
	1.25(diff)

	
	20x
	0.4
	0.6
	1.25
	0.6 (diff)
	1.25(diff)

	40 ON=0,65
	10x
	0.4
	0.4
	0.8
	0.4(diff)
	0.8diff)

	
	20x
	0.2
	0.4
	0.8
	0.4(diff)
	0.8(diff)

	100
ON=1,25
	10 ou 20x
	0.15
0.08
	0.2
	0.4
	0.2(diff)
	0.4(diff)




Observation de différentes mires gravées sous 2 types d’éclairage
Objectif ×10 ; x20
Identifiez les différentes mires : celles que l’on arrive à résoudre et celles dont la période n’est plus visible (en ramenant toujours le motif observé au centre du champ, là où la résolution est la meilleure). On passera alors à l’oculaire ×20 pour voir si on peut aller plus loin dans ce cas.

 Quel est l’intérêt d’augmenter le grossissement de l’oculaire ? 



Avec l’objectif ×10, x20, quelle est la limite de résolution en éclairage cohérent ? 


Ouvrez le diaphragme d’ouverture du condenseur (DO) pour passer en éclairage incohérent. Identifiez la mire résolue ayant le pas le plus petit



Comparaisons avec les limites théoriques (tableau).

	Objectif
	Oculaire
	Limite résolution expérimentale en incohérent
	Limite théorique en incoh (en µm)
	Limite résolution expérim. en éclairage cohérent
	Limite théorique en cohérent
(en µm)

	Mesures avec les mires gravées

	10
ON 0,25
	10x
	
	1,5 (œil)
	
	2 (diff)

	
	20x
	
	1 (diff)
	
	2 (diff)

	20 ON=0,40
	10x
	
	
	
	

	
	20x
	
	
	
	

	Mesures avec les diatomées

	100
ON=1,25
	10 ou 20x
	
	
	
	




Interprétation de la limite de résolution en éclairage cohérent
Le diamètre de la tache de diffraction (tache d’Airy) est fixé par l’ouverture de l’objectif du microscope. Ce diamètre permet d’évaluer la résolution du microscope lorsque celle-ci est limitée par la diffraction. Vous venez de mesurez le pas minimal d’une mire périodique que l’on peut résoudre avec le microscope. Cette période correspond à une fréquence spatiale maximale (en mm−1 ). Comme tout système optique d’imagerie, l’objectif de microscope, est un filtre spatial basse fréquence dont la fréquence spatiale de coupure est déterminée par son ouverture. Cette ouverture est fixée par la pupille (diaphragme d’ouverture) placé dans son plan focal image. Comme étudié en détail dans le TP d’optique de Fourier du même semestre, « Filtrage – Détramage », le plan focal image est aussi un le plan de Fourier et c’est dans ce plan que l’on observe les ordres diffractés par un objet périodique. Vous disposez d’un petit viseur de longue frontale (nommée lentille de Bertrand) que vous placerez dans le tube du microscope à la place de l’oculaire pour viser et faire la mise au point sur le plan de la pupille de l’objectif.

Observez les taches irisées dans le plan de la pupille pour les différentes mires avec l’objectif ×20, en commençant par la plus grande période. Déterminez ainsi la fréquence de coupure de l’objectif en éclairage cohérent et comparez à votre mesure précédente.






Expliquer par des schémas simples à quoi correspondent ces taches irisées ? Pourquoi leur distance à la tache centrale dépend-elle du grandissement de l’objectif et bien sûr du pas de la mire éclairée ? Pourquoi les taches sont-elles irisées du bleu vers le rouge















Schémas/ photos de principe sur l’observation dans le plan de la pupille Pu illustrant les 2 types d’éclairages (et la résolution ou non)



















Observation de diatomées – 

Utilisation de l’objectif x100, ON1.25
Quels paramètre sont modifiés ?

Commentaires :















3)- Mesures
Champ objet : 
Principe de la mesure et réalisation



	
	Dia champ objet (en grad)
et incertitude
	Dia champ objet (en mm)
et incertitude

	Realux
Obj20- oc 20
	
	

	Olympus
Obj40-oc10
	
	


Commentaire : quel diaphragme limite le champ dans l’instrument ?





Grandissement :
Principe de la mesure et réalisation 





	
	Nb grad
 rétic objet 
	Nb grad
 rétic image  +incertitude
	Grandissement objectif avec % incert.

	Realux
Obj20- oc20
	
	
	

	Olympus
Obj40-oc10
	
	
	



      
Mesure de la focale de l’objectif de microscope 
Retrouvez la relation entre le grandissement gy de l’objectif du microscope, sa focale f ′ obj et la distance F′ objA’. ; 

f ′ obj = d / ( |gy rallonge -gy|)

Placez dans le tube de microscope, avant l’oculaire, une rallonge en laiton, et ajustez la mise au point. La longueur de cette rallonge est d = (30, 0 ± 0, 3) mm.
gy2
	
	Nb grad
 rétic objet 
	Nb grad
 rétic image  +incertitude
	Grandissement objectif avec % incert.

	Realux
Obj20- oc20
	
	
	

	Olympus
Obj40-oc10
	
	
	





f ′ obj20 =

précision : 



f ′ obj40 = 

précision : 





Sachant que la distance entre le plan d’appui de l’objectif et le plan du foyer objet de l’oculaire est H’Foc = 150 mm, vérifiez si les distances focales mesurées sont cohérentes. Enlevez la rallonge et réajustez la mise au point dans la configuration normale d’observation.







Ouverture numérique de l’objectif

A partir de la formule :  
On peut démontrer cette formule en utilisant la relation d’aplanétisme (condition d’Abbe), dans le cas d’une image à l’infini, qui s’écrit :  où  et  sont les tailles de l’objet et de l’image,  le demi-angle d’ouverture objet et  le rayon de la pupille de sortie.
Principe de la mesure et réalisations :












	Microscope
	ON inscrite
	Mesure directe ON avec grad DO
	Nombre de grad mesurées avec réticule oculaire du viseur annexe
(avec incertitude)
	Diamètre PS (calculée avec gy=2,4) avec incertitude
	Puissance
microscope
avec incertitude
	ON calculée avec dia PS avec incertitude*

	Realux
Obj20-oc20
	0,40
	xxxxxxx
	
	
	
	

	Olympus
Obj40-Oc10
	0,65
	
	
	
	
	


*Donner les paramètres mesurés dont l’incertitude est prise en compte pour calculer l’incertitude sur l’ouverture numérique






























2
Microscope version 2026

 FISA
image1.emf

LEnsE

\

INSTITUT
n
d'OPTIQUE Laboratoire
ERADUATE SCHOOL | gEnseignement
ParisTech Expérimental

TP Microscopie

Poster réalisé par Sheng ZHOU en juillet 2017 (stage 1A)
Avec l'aide du cours Web Optique pour I'ingénieur,
Microscopie: fondamentaux d’Hervé Sauer et Joelle Surrel (2007)
www.optique-ingenieur.org/fr/ressources

L'éclairage Kohler

cercle oculaire

C.O.

dép.
I DC
Diaphragme Diaphragme
de champ d’ouverture
Illuminateur Condenseur

Pupille

Préparation

Microscope

6 étapes pour régler I'éclairage Kohler:
*Faire la mise au point sur la préparation;
*Fermer le DC et le DO d’éclairage;

*Régler la position verticale du condenseur pour voir nette I'image du DC;

*Centrer I'image du DC en centrant le condenseur;
*QOuvrir le DC pour éclairer tout le champ objet;
*Quvrir le DO jusqu’a I'ON de l'objectif.

Mesure du grandissement
et de la focale

On mesure le grandissement de l'objectif en superposant
I'image de la mire objet et le réticule de l'oculaire.

Image des 2 mires
superposées pour mesurer le
grandissement gy.

Mire objet: longueur 1Imm,
divisée en 100 graduations;
Mire oculaire: longueur 10mm,
100 graduations.

3 conjugaisons :

DC <-> Préparation

DO <-> Pupille d’entrée de I'objectif (a I'infini)
Dépoli <-> DO

Limite de résolution

En observant des motifs
périodiques, comme les
réseaux gravés ou les
diatomées, on peut
déterminer la limite de
résolution du microscope.

2.8 MICRONS

La mire complete,

Obj x10 Mire 2,0um

Obj x20
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Fréquence spatiale

1. Eclairage cohérent;
2. Eclairage incohérent;
3. Eclairage partiellement cohérent

En éclairage cohérent (DO tres
fermé), 'objet est éclairé par une
onde quasi-plane, donc la lumiére
est spatialement cohérente. A
I'aide du viseur annexe (figure de
droite), on peut voir la lumiére
diffractée par I'objet dans le plan
de la pupille. Pour un réseau
périodique, elle comporte 3 pics.

I’éclairage (DO du condenseur
ouvert ou fermé)
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