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Cwiczenie nr 5

Zastosowania mikroskopii optycznej

Cel ¢éwiczenia:

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie z budowg i obstuga mikroskopu optycznego oraz dokonanie
przy jego pomocy obserwacji przygotowanych preparatéw mikroskopowych.

1. Wprowadzenie teoretyczne
1.1. Mikroskopia w jasnym polu

Mikroskop to instrument optyczny stuzacy do ogladania w powigkszeniu matych obiektow.
Najprostszy uktad optyczny mikroskopu sktada si¢ z dwoch elementow: obiektywu i okularu.
Calkowite wizualne powiekszenie mikroskopu P, jest iloczynem powiekszenia
poprzecznego obiektywu S, | powigkszenia wizualnego okularu Poy:

P.= ﬂob'Pok ,gdzie:

ﬁob =- t/fob

Pok = - Dffok ,gdzie:
t — dlugos$¢ optyczna tubusu mikroskopu wyrazona w mm, ktéra w przyblizeniu odpowiada
odlegtosci pomiedzy ogniskiem obrazowym obiektywu a ogniskiem przedmiotowym okularu,
D — odlegtos¢ dobrego widzenia (250 mm),
fob — Ogniskowa obiektywu,
fok — ogniskowa okularu.

Zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu:

Przez zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu rozumie si¢ najmniejszg wzajemng odleglos¢ |
czarnych linii o grubosci | rozdzielanych przez oko w sensie Rayleigha (rozréznienie dwoch
punktow jest mozliwe, jesli maksimum punktowej funkcji rozmycia odpowiadajace jednemu
punktowi przypada na pierwsze minimum dyfrakcyjne punktowej funkcji rozmycia
odpowiadajacej drugiemu punktowi). Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu | wynosi:

I :ﬂ , gdzie

NAg + NAg

/. — dhugos¢ fali promieniowania,




NA — apertura numeryczna obiektywu, charakteryzuje mozliwo$¢ efektywnego wykorzystania
obiektywu dla uzyskania obrazu o mozliwie najwigkszej ilosci szczegotow.
NA = n-sing, gdzie:

n — wspolczynnik zalamania swiatta (np. dla powietrza n = 1, dla olejku immersyjnego n=1,5)
o — przedmiotowy kat aperturowy, czyli kat pomiedzy osig
optyczng obiektywu a skrajnym promieniem aperturowym. Skrajny
promien aperturturowy jest promieniem, ktory wychodzi
z osiowego punktu i przechodzi przez skraj przestony aperturowe;j.
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Rys. 1. Przykladowy schemat ukladu optycznego mikroskopu



2. Uklad pomiarowy

Obserwacja tkanek i komorek wykonywana bedzie za pomocg mikroskopu optycznego
Bresser Biolux wyposazonego w kamer¢ USB, ktéora umozliwia zachowywanie obrazu
preparatu oraz nagranie filmu. Mikroskop pozwala na obserwacj¢ w $wietle przechodzacym i
odbitym oraz na wykonywanie zdj¢¢ pojedynczych lub seryjnych (co 5 sekund). Trzy
obiektywy (4x, 10x i 40x) w potaczeniu z okularem (10X) pozwalajg uzyska¢ powiekszenia
40x, 100x i 400x. Maksymalna rozdzielczo$¢ uzyskiwanych zdje¢ to: 2048 x 1536 (inne
dostepne rozdzielczosci zdjeé: 640 x 480, 800 x 600, 1024 x 768, 1280 x 960, 1600 x 1200,
2048 x 1536).

Rys. 2. Mikroskop optyczny Bresser.

Budowa mikroskopu optycznego Bresser:

1. Monitor LCD. 9. Zespot oswietlacza.

2. Tubus. 10. Oswietlacz transmisyjny.

3. Uchwyt obiektywow. 11. Zespot oswietlacza.

4. Obiektywy. 12. Podstawa.

5. Oswietlenie gorne LED. 13. Zestaw kolorowych filtrow.

6. Pokretto ustawiania ostrosci. 14. Przetacznik wyboru trybu o$wietlenia.
7. Pokretto przesuwu stolika do przodu 1 tyhu. 15. Pokretlo regulacji nat¢zenia o$wietlenia.
8. Pokretto przesuwu stolika w lewo i prawo.



Oswietlenie probek (gorne i dolne) zapewniaja diody LED emitujace §wiatlo biate. Natgzenie
promieniowania emitowanego przez diody moze by¢ regulowane za pomoca odpowiednich
pokretel. Przetacznik wyboru o$wietlenia umozliwia przeprowadzanie badan w $wietle:

e przechodzacym - w tym trybie dokonuje si¢ obserwacji przedmiotow
przezroczystych. Podczas takiej obserwacji $wiatto pada na preparat od spodu. Obraz
uzyskany po przejsciu $wiatla przez probke zostaje powickszony przez soczewki
obiektywu i matryce okularu, a nast¢pnie dostaje si¢ do oka. Wiele mikroorganizmow
zyjacych w wodzie, cz¢séci roslin i najmniejszych czesci organizméw zwierzgcych
charakteryzuje si¢ naturalng przejrzysto$cig, inne wymagaja jednak specjalnego
spreparowania.

e odbitym - w tym trybie dokonuje si¢ obserwacji przedmiotdw nieprzezroczystych.
Podczas takiej obserwacji $wiatlo pada na obserwowany przedmiot, zostaje od niego
odbite, a nastepnie po przejsciu przez uktad optyczny mikroskopu dostaje si¢ do oka.

e przechodzacym i odbitym jednoczesmie - w tym trybie dokonuje si¢ obserwacji
semi-kolorowych preparatow. Ten tryb nie jest zalecany dla przepuszczajgcych
$wiatlo obiektow na szkietkach mikroskopowych, gdyz powoduje odbijanie $wiatta

od preparatu.

Ustawienia przetacznika trybu o$wietlenia:

e polozenie "I" - pod$wietlenie preparatu od dotu ($wiatlo przechodzace)

e polozenie "lI" - oswietlenie gorne (§wiatto odbite)

e polozenie "III"- o§wietlenie gorne 1 dolne jednoczesnie.
Rézne tryby oswietlenia z regulacja nat¢zenia kazdego z nich umozliwiajg dobor
odpowiednich dla danego preparatu warunkow o$wietlenia.
Obrotowy zestaw kolorowych filtrow ponizej stolika mikroskopu jest uzyteczny podczas
ogladania jasnych, barwionych preparatow. W osi optycznej mikroskopu nalezy ustawic¢
odpowiedni rodzaj filtra dobrany od obserwowanego obiektu. Kolorowe czgsci obiektu

(np. czasteczki skrobi, pojedyncze komorki) beda lepiej widoczne



Rys. 3. Preparat z wewnetrznej tuski cebuli przy zastosowaniu réznych filtrow.

3. Przebieg ¢wiczenia

3.1.  Przygotowanie preparatéw mikroskopowych.

Badang probke nalezy umiesci¢ centralnie na szkietku podstawowym. Nastepnie
probke nalezy ostroznie przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, pamietajac o tym, ze szkietka
powinny do siebie przylega¢ (probka musi by¢ odpowiednio ptaska).

3.1.1. Przygotowanie preparatu z tuski cebuli wedtug wskazoéwek prowadzacego.
3.1.2. Przygotowanie preparatu z drozdzy spozywczych wedtug wskazéwek prowadzacego.

3.2. Wybarwianie preparatéw.
Nalezy wykona¢ kolejne preparaty z drozdzy. Wybarwianie ma miejsce bezposrednio
przed nakryciem probki szkietkiem nakrywkowym.

3.2.1. Przyzyciowe barwienie protoplazmy i glikogenu w komoérkach drozdzy.

Odczynniki: ptyn Lugola

Postepowanie: w kropli plynu Lugola, umieszczonej na S$rodku szkietka
przedmiotowego, rozprowadzi¢ badane drozdze, przykry¢ preparat szkietkiem
nakrywkowym i po 2-3 minutach oglada¢ pod mikroskopem.

Wynik barwienia: protoplazma komorki jasnozoétta, glikogen brunatny.

3.2.2. Przyzyciowe barwienie wakuoli w komodrkach drozdzy.
Odczynniki: czerwien oboj¢tna
Postepowanie: umiesci¢ badane drozdze w kropli barwnika, przykry¢ preparat
szkietkiem nakrywkowym, natychmiast ogladac.
Wynik barwienia: wodniczki czerwono-purpurowe (UWAGA! Po 15-20 minutach
barwnik jest wydalany z wakuol i zabarwia cytoplazme na kolor brgzowo-roézowy).

3.3. Wykonanie pomiar6w na przygotowanych preparatach.



Obserwacja i rejestracja obrazéw

Po przygotowaniu mikroskopu do pracy nalezy wlaczy¢ komputer i przez port USB
podlaczy¢ do niego umieszczong w mikroskopie kamere. Nastepnie na pulpicie nalezy
utworzy¢ swoj folder (np. Imi¢ Nazwisko) i uruchomié¢ program Webcam VideoCap (skrot
na pulpicie). Po uruchomieniu programu nalezy ustawi¢ $ciezk¢ zapisu rejestrowanych
obrazow. W tym celu nalezy z zaktadki File wybra¢ Set Snapshot File Folder, nastepnie
wybra¢ swoj folder i zatwierdzié.

Rejestracji obrazéw dokonuje si¢ poprzez wybor opcji SnapShot z zaktadki Capture.
Obraz w postaci pliku JPG zostanie zapisany w wybranym wcze$niej folderze. Zaleca sie
zmiang nazwy pliku na znaczacg (np. ,,drozdze niebarwione”) zaraz po rejestracji obrazu.
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Rys. 4. Spos6b wymiarowania komérek w badanych preparatach.

Okreslenie rozmiarow komorek wystgpujacych w przygotowanych preparatach

W przypadku preparatu z tuski cebuli nalezy okresli¢ szeroko$¢ 1 dlugos$¢ 3 wybranych
komorek oraz wyliczy¢ $rednig arytmetyczng z uzyskanych wynikow. Sposdb pomiaru
ilustruje Rys. 4a.

W przypadku wybranego preparatu z drozdzy spozywczych nalezy okresli¢ wymiary 0si
matej i osi wielkiej 10 wybranych komoérek oraz wyliczy¢ srednig arytmetyczng z uzyskanych
wynikow. Sposob pomiaru ilustruje Rys. 4b.

Aby wykonanie pomiaréw rozmiarow komorek w przygotowanych preparatach bylo
mozliwe, nalezy postepowac zgodnie z ponizsSzym schematem.

1. Po uzyskaniu ostrego obrazu preparatu przy maksymalnym powigkszeniu nalezy (nie
zmieniajac obiektywu) zarejestrowaé obraz podziatki umieszczonej na specjalnej phytce.
Odleglo$¢ miedzy najmniejszymi dziatkami tej podziatki wynosi 0,01 mm.

UWAGA! Poszczeg6lne dzialki powinny by¢ réwnolegle do krawedzi bocznej okna,
w ktorym wyswietlany jest obraz podziatki (patrz Rys. 5.). Jezeli tak nie jest, nalezy
kamere odpowiednio obroci¢ w tubusie mikroskopu (kamere, NIE KABEL!)

2. Nalezy uruchomi¢ program Image] (skrot na pulpicie) i wczyta¢ do niego obraz
podziatki:

Zaktadka File > Open > wybra¢ odpowiedni plik

3. Jezeli uzyskany obraz wymaga obrotu:



Zaktadka Image > Transform > Rotate > przy Angle (degrees) wpisa¢ wartosc kata (w
stopniach), o ktéra obraz ma by¢ obrocony zgodnie z ruchem wskazowek zegara.

4. Za pomoca narzgdzia do rysowania linii nalezy zaznaczy¢ odleglos¢ migdzy
najblizszymi dziatkami, a dokladniej migdzy S$rodkami linii tworzacych najblizsze
dziatki. Odleglos¢ ta bedzie wyrazong w pikselach. Sposob pomiaru zilustrowano na
Rys. 4.

5. Nastepnie nalezy wprowadzi¢ przelicznik skali (okreslona liczba pikseli odpowiada
okreslonej odlegtosci wyrazonej w pum).

Zaktadka Analyze > Set Scale > przy Known Discance wpisa¢ 10, przy Unit of Length
wpisa¢ um. UWAGA! Zaznaczy¢ opcje Global, by przelicznik byt stosowany przy
obrobee wszystkich zdjec.

6. Otworzy¢ zdjecie preparatu 1 korzystajac z narzedzia do rysowania linii zmierzy¢
okreslone wymiary komorek.

7. Wyniki pomiarow (w pm zebra¢ W tabeli 1 wyliczy¢ odpowiednie S$rednie
arytmetyczne). Tabelk¢ zamie$ci¢ w sprawozdaniu.
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Rys. 5. Sposob pomiaru odleglosci miedzy kolejnymi dziatkami podzialki.

3.4. Obserwacje gotowych preparatow.
Nalezy znalez¢ i zarejestrowaé obraz pantofelka (gotowy preparat) przy najwiekszym
mozliwym powigkszeniu.



4. Opracowanie wynikéw

W sprawozdaniu nalezy umiesci¢ 1 podpisa¢ zarejestrowane obrazy przygotowanych
preparatow. Obrazy preparatow z drozdzy (niewybarwianych i1 wybarwianych) nalezy
umiesci¢ obok siebie i pordwnaé. Zaobserwowane roznice nalezy zaznaczy¢ na obrazach, jak
pokazano na Rys. 5.

Sprawozdanie powinno zawiera¢ tabele z odczytanymi wymiarami komorek
I wyliczonymi §rednimi arytmetycznymi kazdego z wymiarow.

W sprawozdaniu nalezy umiesci¢ zarejestrowany obraz pantofelka oraz zaznaczy¢ na
nim zidentyfikowane organelle.

wybarwiona na zolto propoplazma

Rys. 6. Zarejestrowany obraz a) niewybarwionych drozdzy (powiekszenie 400x),
b) drozdzy wybarwionych plynem Lugola (powi¢kszenie 400Xx).

Opracowanie: dr inz. Agnieszka Ulatowska-Jarza, mgr inz. Joanna Pucinska
Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej Wydziatu PPT Politechniki Wroclawskiej
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