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F26. Analiza mikrostruktur biologicznych za pomoca
mikroskopu optycznego.

Zagadnienia

Prawa optyki geometrycznej, powstawanie obrazu w mikroskopie, zdolno$¢ rozdzielcza,
apertura numeryczna, rola zjawiska dyfrakcji w powstawaniu obrazu w mikroskopie. Metody
zwigkszania zdolno$ci rozdzielczej mikroskopu.

Literatura
Jaroszyk Rozdziat 16.2.3.; 16.2.4; 16.4.2; Bobrowski Rozdziat 5.3; Przestalski Rozdzial 1I1.4. Optyka
geometryczna; Mikroskopia.

Przyrzady i materiaty: mikroskop optyczny z kamera, monitor, szkietko mikroskopowe do
kalibracji (rys. 1), probki mikrostruktur biologicznych. UWAGA: elementy szklane -
zachowaj ostroznos¢!

Przed przystapieniem do  wykonania
¢wiczenia zalecane jest zapoznanie si¢ z

instrukcja obslugi mikroskopu optycznego e o ‘ ——
dostepng jako material dodatkowy do
¢wiczenia. L ) /

Przebieg pomiaréw — Cze$¢ I Rys.1. Szkietko mikroskopowe do kalibracii.

1. Wilacz mikroskop, kamerg 1 monitor.
2. Obniz stolik mikroskopu na najnizsze potozenie za pomoca $ruby makrometrycznej.
Ustaw do obserwacji obiektyw o powiekszeniu 4x (0znaczony kolorem czerwonym).

3. Odczytaj wskazang na obiektywie warto$¢ apertury numerycznej i oblicz zdolno$é
rozdzielczg obiektywu ze wzoru: R = TNA’ gdzie dtugo$¢ fali oswietlajgcej wynosi

A =670 nm. Zdolnos¢ rozdzielcza obiektywu Rax= ..................... [....... ]

4. Na stoliku mikroskopu potoz szkietko mikroskopowe ze skalg kalibracyjng (rys.1).
UWAGA: Szkietko mikroskopowe do kalibracji posiada trzy skale mikrometryczne o
podziatce 0.1 mm, 0.01 mm i 0.05 mm. Za pomocg $sruby makro- i mikrometrycznej
ustaw ostry obraz skali o podziatce 0.1 mm.

5. Dokonaj kalibracji mikroskopu dla wybranego obiektywu. W tym celu wiacz funkcje
kalibracji na pasku menu na gorze ekranu (przycisk Callibration).

6. W oknie kalibracji w polu Magnification wybierz aktualny obiektyw (4x).

7. Przeciagnij za pomoca myszy lini¢, ktora pojawita si¢ po wilaczeniu funkcji kalibracji,
mi¢dzy dwoma punktami skali o znanej odleglosci i wpisz jej wartos¢ (w mm) w polu
Actual Lenght, wybierajac jednoczesnie jednostke Millimeter.

8. Zapisz ustawienia przyciskiem OK i zamknij okno kalibracji.

9. Umies¢ na podstawce mikroskopu badang probke drewna. Ustaw ostry obraz probki za
pomocg $ruby mikrometrycznej.

10. W goérnym pasku menu wybierz narzedzie pomiarowe Center + Radius lub Three
Points i dopasuj wielko$¢ rysowanych okregéw do cO najmniej szesciu kapilar o
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zblizonej wielkosci. Kapilary to biate, koliste obszary widoczne na probce. W razie
koniecznos$ci przesun stolik mikroskopu tak by obserwowac inny obszar probki.

11. Odczytaj wartosci $rednicy d oraz powierzchni Si mierzonych kapilar. Wyniki
pomiaréw wpisz do Tabeli 1.

12. Korzystajac z tych samych narzedzi pomiarowych (pkt.10), zaznacz fragment
ogladanego obrazu, jako pole obserwacji i zanotuj w Tabeli 2 jego powierzchni¢ Sz.

13. Policz i zapisz jako N, liczbe kapilar znajdujacych si¢ w wybranym polu obserwacji.

14. Przesun stolik mikroskopu tak by widoczny byt inny obszar probki, zaznacz ponownie
pole obserwacji oraz policz ilo$¢ kapilar w wybranym polu obserwacji. Pomiary
powtdrz jeszcze dla kilku innych fragmentow probki.

Tabela 1. Tabela 2.
Lp. Srednica Promien Powierzchnia Powierzchnia Ilo$¢ kapilar w Tlo&¢ kapilar,
kapilar d kapilar r kapilar Sz pola obserwacji polu przypadajaca na
[mm] [mm] [mm?] Sz [cm?] obserwacji N | 1cm?N/S [1/cm?]
1
2
3
4
5
6
wartos¢ warto$¢
Srednia Srednia
odchylenie odchylenie
standardowe standardowe
3-SD 3-SD

Opracowanie wynikow — Czes¢ 1:

1. Na podstawie zmierzonych wartosci $Srednicy kapilar oblicz warto§¢ promienia dla
kazdego pomiaru a nastgpnie wartosci srednie dla promienia oraz powierzchni kapilar,
odchylenia standardowe (SD) oraz btedy pomiarowe jako trzykrotnos¢ wartosci SD.

2. Korzystajac z obliczonej $redniej wartosci promienia kapilar rg oblicz wysokos¢
wzniesienia kapilarnego h dla tej wartosci zgodnie ze wzorem:

2a

9pTsr

gdzie: o — napiecie powierzchniowe wody 70-10° N/m ; g — przy$pieszenie ziemskie 9.81
m/s?; p — gestos¢ wody 10° kg/m®. Uwaga! Wartosci promienia kapilar rs wstawiamy
do wzoru w metrach!

3. Oblicz btagd wzniesienia kapilarnego metoda rézniczki logarytmicznej:

Ah =

4. Znajac iloé¢ kapilar N w polu obserwacji, oblicz, ile kapilar przypada $rednio na 1 cm?
przekroju poprzecznego drewna (w tym celu odczytang w mm? warto$¢ pola
powierzchni S; wyraz w cm?).

Oblicz wartos¢ $rednig stosunku N/S» oraz jego btad pomiarowy jako 3-SD.

6. Dokonaj odpowiednich zaokraglen i zestawien wynikow:

s = ( + ) [ ] h=( = o]
Sier = ( + ) [ | N/S; = ( + ) [ ]
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Przebieg pomiarow — Czesé |1:

1.

2.

Obniz stolik mikroskopu na najnizsze polozenie za pomocg $ruby makrometryczne;.
Ustaw do obserwacji obiektyw o powickszeniu 10x (0znaczony kolorem zottym).
Oblicz zdolno$¢ rozdzielcza i dokonaj kalibracji mikroskopu dla wybranego obiektywu
analogicznie jak w punktach 3-8 Czgsci I pomiarow. Uwaga: do kalibracji mozesz uzy¢
skali o podziatce 0.1 mm lub 0.05 mm.

Zdolno$¢ rozdzielcza obiektywu Riox= ..................... [o.onoe. ]

Na stoliku mikroskopu umies$¢ badang probke liscia Przesigkry otowkowej (Hydrilla
verticillata). Ustaw ostry obraz probki za pomocg $ruby mikrometrycznej tak, by
widoczna byla struktura komérkowa powierzchni liscia.

Z gornego paska menu wybierz narzedzie pomiarowe Rectangle i dopasuj wielkos¢
rysowanych prostokatow do co najmniej szesciu roznych komorek.

Odczytaj wartosci wysokosci W oraz szerokosci L obserwowanych struktur. Wyniki
pomiaréw wpisz do Tabeli 3. Uwaga: szerokos$¢ i wysoko$¢ kazdej komorki mozemy
rowniez zmierzy¢ uzywajac narzgdzia Arbitrary Line, za pomocg ktorego
wyznaczamy dlugos¢ danego odcinka rysujac lini¢ w dowolnym miejscu i kierunku.

Tabela 3. Zmierzone wartosci wysokosci W oraz szerokosci L komorek wraz z obliczonym
olem powierzchni A.

Nr komorki W [mm] L [mm] A [mm?]
1
2
3
4
5
6
warto$¢ Srednia
odchylenie
standardowe
3-SD

Opracowanie wynikow — Czes¢ 11:

1.
2.

3.

Na podstawie zmierzonych wartosci W i L oblicz pole powierzchni A komorki.
Nastepnie oblicz srednig warto$¢ pola powierzchni dla obserwowanych komorek liscia
oraz btad pomiarowy, jako trzykrotnos¢ odchylenia standardowego.

Dokonaj odpowiednich zaokraglen i zestawienia wynikow:

A=( + ) [ ]

Zadanie dla chetnych

Przy wyskalowanym obiektywie o powigkszeniu 10x na stoliku umies¢ siatke dyfrakcyjna.
Ustaw ostry obraz powierzchni siatki tak, by widoczne byly wyrazne linie siatki. Za pomoca
narzgdzia Annotation Scale Bar przywotaj na ekranie podziatke skali w jednym z dostgpnych
rozmiaréw (S — XL). Przesun ja w dowolne miejsce na ekranie i policz ile linii siatki miesci sie
na pasku skali. Podaj ilo¢ linii siatki przypadajacg na 1 mm (Uwaga praktyczna: na podstawie
tej danej mozemy obliczy¢ stalg siatki dyfrakcyjnej jako odwrotno$¢ tej wielkosci):

........................... [linii/mm]



