Jezeli dla przyktadu zalozy sie, ze dopuszczalnym warunkiem poto-
zenia plaszczyzny =y, w glebi ostrosci mikroskopu jest dwukrotnie wieksza
Srednica plamki obrazu punktu, wéwczas dwg = 4" i z wyrazenia (5.40)
po zmianie minut na radiany otrzymuje sie

n0,6
2x,, = — .~ um
ik A?,

W skrajnym przypadku dla obiektywu immersyjnego 100X, Ay max = 1,4,
n = 1,51 2xy4 = 0,46 nm. Dla obiektywu o powiekszeniu 10X n = 1, A, =
= 0,25, wiec 2%y = 10 pm. Z uwagi na tak malg gtebie ostro$ci mikrosko-
py wymagajg precyzyjnych mechanizméw ustalajgeych ich polozenia
wzgledem przedmiotu.

Przytoczone tu dane liczbowe wskazujg jednak tylko na rzad tych
wielkosci, gdyz trudno poza przedmiotami punktowymi ustali¢ wartosci
kata dwg Ogoélnie zalezg one od rodzaju przedmiotu (rozkladu w nim in-
tensywrosci) oraz stopnia koherencji o§wietlenia. Teoretycznie nalezaloby
to zagadnienie rozpatrywaé w Kkategoriach spadku kontrastu obrazu
(zmniejszenie sie modutu funkcji przenogzenia) w zalezno$ci od czestosci
przestrzennych przedmiotu. Wiekszosé¢ przedmiotéw jednak charakteryzu-
je sie dosé zlozonym widmem czestosci, co praktycznie uniemozliwia ogél-
ne rozwigzanie zagadnienia.

5.3.4. Mikroskopy biologiczne

W zaleznosci od przeznaczenia i zwigzanych z tym wymagan dotycza-
cych jakosci odwzorowania, stcsowanego powiekszenia, dodatkowego wy-
posazenia itp. mikroskopy mozna podzieli¢é na pewne grupy. Do najcze-
Sciej spotykanych nalezg mikroskopy biologiczne, metalograiiczne, warsz-
tatcwe, projekcyjne i stereoskopowe. Wiekszos¢é podstawowych elemen-
téw mikroskopéw jest wspolna dla wszystkich typéw, lecz z uwagi na
.rozne wymagania ich budowa jest rézna. Z uwagi na zakres powiekszen
i wyposazenia mikroskopy bioiogiczne obck metalograficznych nalezg do
najbardziej zlozonych i dlatego zostang omoéwione w pierwszej kolejno-
$ci.

Specyfika obserwacji biologicznych wymaga najpierw ogélnej oceny
preparatu przy wzglednie duzym polu widzenia i malym powigkszeniu,
a nastepnie po wybraniu interesujgcego fragmentu przejscia do obserwa-
cji szczegblow pod duzym powiekszeniem. Wigze sie z tym koniecznosé
szybkiej zmiany powiekszenia i dostosowania zgodnie z warunkiem (5.34)
odpowiedniej apertury obiektywu. Teoretycznie mozna byloby zrealizo-
wac¢ uklad, ktéry miatby odpowiednio duzg aperture w calym zakresie
powiekszen, lecz praktycznie niemozliwe jest skonstruowanie obiektywu,
ktory by jednoczesnie przenosit pole niezbedne przy n-alych powieksze-
niach i mial aperture stosowang przy najwiekszych ich wartogciach. Dla-
. tego zmiana powiekszenia cdbywa sie przez wymiane obiektywow, zamo-
cowanych najczesciej w uchwycie rewolwerowym, ktérych konstrukeja po-
winna zapewnia¢ dla danego powiekszenia okularu wlasciwa relacje mie-
dzy powiekszeniem mikroskopu a jego apertirg (zaleznos¢ 5.34). Ewen-
tualna zmiana powiekszenia okularu jest zabiegiem pomocniczym, umozli-
wiajgcym dopasowanie powigkszenia zgodnie z nieréwnoscig (5.34) do in-
dywidualnych cech obserwatora.
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Z uwagi na wygode obserwacji i ekonomike pracy wymiana elemen-
tow nie moze pociggaé¢ za sobg zmiany $rodka cbserwowanego fragmentu
pola oraz takiego przesuniecia plaszczyzny odwzorowania, aby obserwowa-
ny. przedmiot wyszed! poza obszar glebi ostrosci. Warunki te narzucaja

- z jednej strony bardzo ostre wymagania co do wspétosiowosci wymienia-
nych obiektywéw i okularéw, z drugiej na ich odlegloéci. Tubus mikro-
skopu (rys. 5.32) ma dwie plaszezyzny oporowe, wzgledem ktorych usta-
lane jest polozenie okularu i obiektywu. Odleglogé miedzy tymi plaszezyz-
nami T nazywana jest mechaniczng dlugo$ciq tubusa. Przy zalozeniu, ze
obserwator akomoduje na punkt nieskonczenie odlegly wéwezas obraz P’
dany przez obiektyw pokrywa sie z ogniskiem przedmiotowym ockularu. .
Oznacza to, ze przy wymianie okularéw nie nastapi zmiana ekomodacji ob-
serwatora, jezeli dla kazdego okularu bedzie stala odleglosé miedzy jego
ogniskiem przedmiotowym a plaszczyzng oporows. Z kolei przy wymia-
nie obiektywu powinna by¢ zachowana stala odlegto$¢é miedzy przedmio-
tem P i obrazem P’ danym przez obiektyw, co przy danej odlegtosci tubu-
sa T narzuca dla kazdego obiektywu stalg odlegtosé przedmiotu od plasz-
czyzny oporowej. Odleglosci te moga by¢ ustalone w rézny sposéb przez
rozne firmy produkujgce mikroskopy i dlatego nie zawsze jest spelniony
warunek statego potozenia obrazu dla obserwatora przy stosowaniu obiek-
tywow jednej firmy do tubuséw drugiej. Na rys. 5.32 podano wSspomniane
wyzej odleglosci przyjete przez Polskie Zaklady Optyczne.

Plaszczyzna oporowa chiektywu

e - T=160
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Plaszczyzna
oporowa oxularu
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Rys. 5.32

Uktad o$wietlajgcy mikroskopu powinien zapewnia¢ zwiekszenie lu-
winancji preparatu i tym samym uzyskanie odpowiedniego natezenia
oswietlenia w plaszczyznie siatkéwki obserwatora. Ponadto w zaleznosci
od metody obserwacji (jasne pole, ciemne pole, kontrast fazowy itp.) po-
winien umozliwiaé przystosowanie mikroskopu do réznego rodzaju wa-
runk6éw pracy.

Kl Poo B\ oe\yn,
f ool , |
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Rys. 5.33
Najbardziej racjonalnym rozwiazaniem o$wietlacza jest uklad zapro-

ponowany przez Kihlera, pokazany tacznie z uktadem mikroskopu na rys.
9.33. Obraz zarnika E jest utworzony przez kolektor KI w plaszczyznie
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przystony aperturowej oswietlacza P,, i nastepnie przez kondensator K,
i obiektyw Ob odwzorowany w przystonie aperturowej P, obiektywu.
Obraz przystony pola P,, oSwietlacza dany przez kondensor tworzy sig
w plaszezyznie preparatu s i dalej przez obiektyw w plaszezyznie przy-
stony pola P, okularu. Oznacza to, Ze przez zmiang Srednicy przystony Py,
zmieniany jest kat aperturowy u, oswietlacza, natomiast przez zmiane
$rednicy P,, — zmieniana jest $rednica pola o$wietlanego w plaszczyznie
preparatu.

Dla podstawowego sposobu badan mikroskopowych (jasne pole), kie-
dy preparat oswietlany ‘jest $wiatlem przechodzacym przez caty uklad mi-
kroskopu, zdolnoéé¢ rozdzielcza ukiadu jest teoretycznie (p. 3.3.5) wyzsza,
gdy kat aperturowy u, oswietlacza jest wiekszy od kata aperturowego u,
obiektywu. Jednak z uwagi na powstajace wtedy $wiatlo rozproszone przy
odbiciu od opraw soczewek oblektywu dobiera sie zawsze aperture A =
= nsin ur kcndensora nieco rnme]szq od apeltury obiektywu A4,
= n sin u, stad $rednica obrazu P!, jest mniejsza od $rednicy przyslony
aperturowej P, obiektywu (rys. 5. 33) Z tej samej przyczyny ta sama rela-
cja powinna byc zachowana miedzy obrazem przystony F;, i przystong
pola okularu P,. Jednak wplyw odblaskéw pcchodzacych od swiatta idg-
cego poza obrazem pola widzenia przyrzadu jest znacznie mniejszy w po-
rownaniu z odblaskami majgcymi swe zrédito w zbyt duzej aperturze kon-
densora, ponadto obraz krawedzi przyslony F}, z uwagi na brak dobrej
korekcu kondensora jest rozmyty i w Swietle blalyrn zabarwiony i dlatego
ze wzgled6w estetycznych $rednica obrazu Fj, jest zwykle nieco wieksza
od $rednicy przystony pola P,

W przypadku przedmiotc’w fazowych stosowana jest obserwacja me-
todg ciemnego pola lub kontrastu fazowego. Pierwsza polega na odcinaniu
zerowych czesto$ci harmonieznych rozkladu amplitud i faz preparatu, na-
tomiast druga na zmniejszeniu ich amplitud i przesunieciu w fazie wzgle-
dem czestosci niezerowych. Teoretyczna strona zagadnienia zostala wy-
jasniona w p. 3.3.6.

Rys. 5.34

Metoda ciemnego pola realizowana jest przez przestoniecie érodkowej
czesci przystony aperturowe] P,, o$wietlacza (rys. 5.34), przez co otrzy-
muje ona ksztalt pierscienia. Na przedmlot padajg promienie, ktére przy
stalym w nim rozkladzie amplitud i faz nie wejdg do obiektywu. Tylko
informacje o wyzszych czesto$ciach zaréwno amplitud jak i faz dotrg do
plaszezyzny obrazu, przy czym te ostatnie w postaci zmiany amplitud.
Zmiany fazy w przedmiocie zostang zamienione na zmiany intensywnosci
w plaszczyznie obrazu. Wadg metody ciemnego pola jak juz byto wspom-
niane w p. 3.3.6 jest mata intensywnos$é obrazu i brak mozliwosci wykry-
cia kierunku zmiany fazy i dlatego obecnie wigksze zastosowanie do ba-
dania przedmiotéow fazowych majg mikroskopy interferencyjno-polaryza-
¢yjne opisane w p. 3.5.5 oraz metoda kontrastu fazowego. W tym ostatnim

317



przypadku przystona aperturowa o$wietlacza ma réowriez ksztalt pierécie-
nia (rys. 5.35) z tym, ze jej obraz pokrywa sie z pierScieniowg ptytks fa-
zZowa umieszezong w przystonie aperturowej obiektywu. Plytka absorbuje
ponad 80% energii na nig padajacej i ponadto przesuwa to zaburzenie
w fazie o @/2 w stosunku do $wiatta przechodzacego przez pozostate czedei

s

Di Kq n
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Zrenicy wyjsciowej obiektywu. Teoretycznie przystona aperturowa powin-
na by¢ punktowa, gdyz tylko wtedy zachowane sg warunki o$wietlenia
koherentnego i w przystonie aperturowej obiektywu P, powstanie jedno-
znaczny rozklad widma przedmiotu. Wigze sie to jednak z malg energig
jaka wtedy oswietlany jest preparat i dlatego z koniecznosci stosowane
zrodio jest rozeiggle. Kazdy z punktow zrodia daje w plaszezyZnie P, wia-
sne widmo przedmiotu. Plytka fazowa, ktéra ma za zadanie tylko absorbo-
wac 1 przesuwaé w fazie skladowg o czestosci zerowej wplywa czesciowo
i na skladowg o innych czestoSciach. Mozna wykaza¢, ze dla przystony
pierscieniowej przy ustalonej powierzchni Zrodla wplyw ten jest naj-
mniejszy. :

Rys. 5.35

5.3.5. Mikroskopy metalograficzne

W przypadku preparatéw nieprzezroczystych istnieje koniecznosé¢ ob-
serwowania ich w $wietle odbitym. -Zasada pracy takiego mikroskopu
niczym sie nie rozni od pracy w Swietle przechodzacym, z tym tylko, ze

A, VAY L

Rys. 5.36

obiektyw jednoczeénie spetnia role kondensora. Na rys. 5.36 przedsta-
wiono uklad mikroskopu z o$Swietlaczem realizujagcym zasade Kdhlera.
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