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WS8. Analiza mikrostruktur biologicznych za pomoca mikroskopu
optycznego

Celem ¢éwiczenia jest poznanie budowy i zasady dziatania mikroskopu optycznego oraz jego
mozliwosci badawczych i pomiarowych.

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 Rozdziat 11.4. Optyka
geometryczna; Mikroskopia.

Mikroskop jest uktadem optycznym, sktadajacym si¢ z dwoch soczewek skupiajacych:
obiektywu, ktory daje powigkszony, odwrdcony i rzeczywisty obraz A’B’ przedmiotu AB, i
okularu, ktory - dziatajac jak lupa — daje z kolei powigkszony, prosty i pozorny obraz A”’B”’
pierwszego obrazu, czyli A’B’.
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Rys. 1. Konstrukcja obrazu w mikroskopie

Powigkszenie mikroskopu roéwne — w przyblizeniu — iloczynowi powigkszenia obiektywu

I-D
, 1)
fob ’ fok
gdzie | — jest dlugoscia tubusa, D — odlegtoscia dobrego widzenia, a fon 1 fok — ogniskowymi
obiektywu i okularu.

i okularu jest zdefiniowane jako: p=

Zdolnosé rozdzielcza mikroskopu — to wielko$¢, ktora charakteryzuje mikroskop pod
wzgledem rozrézniania drobnych szczegdtdw badanego przedmiotu. Okre§lamy ja, jako
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odwrotno$¢ najmniejszej odlegltosci d pomiedzy punktami, ktore jeszcze rozrézniamy jako
oddzielne, a wiec:

1 n-sinu
.l =—= . 2
q 2 (2)
Wyrazenie: n-sinu = A 3)

nazywa si¢ aperturq numeryczng obiektywu mikroskopu, gdzie n oznacza wspotczynnik
zatamania §wiatta osrodka pomiedzy obiektywem a ogladanym przedmiotem, U - jest potowa
kata, jaki tworzg skrajne promienie wchodzace do obiektywu.

Mikroskop jest tym lepszy, im wigksza ma zdolnos¢ rozdzielcza, gdyz tym wigcej szczegdtow

mozna rozr6zni¢ w badanym przedmiocie. Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu mozna gwigkszyé

poprzez:
wprowadzenie pomi¢dzy badany przedmiot a obiektyw tzw. cieczy immersyjnej, o duzym
wspotczynniku zatamania n (tzw. mikroskop immersyjny) lub poprze zastosowanie
promieniowania o krotszej diugosci fali A. Najkrotsze fale uzyskuje sie¢ w tzw.
mikroskopie elektronowym, w ktorym fale materii de Broglie’a, towarzyszace
poruszajacym si¢ elektronom, maja dtugo$¢ rzedu 10° — 10* razy mniejsza niz fale
Swietlne.

Mikroskop optyczny Olympus CX23, ktérym postugiwaé si¢ bedziemy w niniejszym
¢wiczeniu, zaopatrzony jest w trzy obiektywy i kamer¢ cyfrowa. Ogladane obiekty sa
powicgkszane i fotografowane, a wykonane zdjgcia mogg byé zachowane i rejestrowane w
pamieci kamery cyfrowej. Mikroskop optyczny pozwala na badanie 1 obserwacje
mikroobiektow réznego rodzaju, a dzigki mozliwosci wyboru obiektywow o roéznych
powiekszeniach 1 dotgczonej kamerze cyfrowej roOwniez na precyzyjny pomiar wymiarow
obserwowanych obiektow - dlugosci, katoéw 1 powierzchni.

W niniejszym ¢wiczeniu mikroskop optyczny postuzy nam do badania przekroju
poprzecznego drewna. Zarejestrujemy obraz wybranego fragmentu probki drewna, odczytamy
promienie kilku kapilar, obliczymy ile ich przypada na jednostk¢ powierzchni przekroju drewna
1 obliczymy wysoko$¢ wzniesienia kapilarnego.
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Wykonanie ¢wiczenia
Przyrzady i materiaty: mikroskop optyczny z kamera, monitor, szkietko mikroskopowe do

kalibracji (rys. 1), probki mikrostruktur biologicznych.

UWAGA: elementy szklane - zachowaj 7N
ostroznos¢! N ; L
Przed przystapieniem do  wykonania | — B

¢wiczenia zalecane jest zapoznanie si¢ z
instrukcjg obslugi mikroskopu optycznego e

dostepng jako material dodatkowy do Rys.1. Szkietko mikroskopowe do kalibracji.
¢wiczenia.

Przebieg pomiardow:

1.
2.

©o

10.

11.

12.

13.
14.

Wilacz mikroskop, kamer¢ i monitor.
Obniz stolik mikroskopu na najnizsze potozenie za pomoca Sruby makrometrycznej.
Ustaw do obserwacji obiektyw o powigkszeniu 4x (oznaczony kolorem czerwonym).

Odczytaj wskazang na obiektywie warto$¢ apertury numerycznej i oblicz zdolno$¢
rozdzielczg obiektywu ze wzoru: R = TNA’ gdzie dtugosc¢ fali oswietlajacej wynosi
A =670 nm.

Zdolno$¢ rozdzielcza obiektywu Rax= ..................... [ooonnnn ]

Na stoliku mikroskopu pot6z szkietko mikroskopowe ze skale 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 pomoca $ruby makro- i mikrometrycznej
ustaw ostry obraz skali o podziatce 0.1 mm.

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

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

Przeciagnij za pomocg myszy lini¢, ktdra pojawila si¢ po wlaczeniu funkcji kalibrac;i,
miedzy dwoma punktami skali o znanej odleglo$ci 1 wpisz jej wartos¢ (w mm) w polu
Actual Lenght, wybierajac jednoczesnie jednostke Millimeter.

Zapisz ustawienia przyciskiem OK i zamknij okno kalibracji.

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

W gornym pasku menu wybierz narzedzie pomiarowe Center + Radius lub Three
Points i dopasuj wielko$¢ rysowanych okregéw do co najmniej szesciu kapilar o
zblizonej wielkosci. Kapilary to biate, koliste obszary widoczne na probce. W razie
koniecznosci przesun stolik mikroskopu tak by obserwowac inny obszar probki.
Odczytaj wartosci $rednicy d oraz powierzchni Si1 mierzonych kapilar. Wyniki
pomiarow wpisz do Tabeli 1.

Korzystajac z tych samych narzgdzi pomiarowych (pkt.10), zaznacz fragment
ogladanego obrazu, jako pole obserwacji i zanotuj w Tabeli 2 jego powierzchnig¢ S>.
Policz i zapisz jako N, liczbe kapilar znajdujacych si¢ w wybranym polu obserwacji.
Przesun stolik mikroskopu tak by widoczny byt inny obszar probki, zaznacz ponownie
pole obserwacji oraz policz ilo$¢ kapilar w wybranym polu obserwacji. Pomiary
powtodrz jeszcze dla kilku innych fragmentow probki.
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Tabela 1. Tabela 2.
Lp. Srednica Promien Powierzchnia Powierzchnia Ilo$¢ kapilar w Ilos¢ kapilar,
kapilar d kapilar r kapilar S1 pola obserwacji polu przypadajaca na
[mm] [mm] [mm?] Sz [cm?] obserwacji N | 1cm?N/Sz [1/cm?]
1
2
3
4
5
6
warto$¢é warto$¢é
Srednia $rednia
3-SD 3-SD

Opracowanie wynikow

1. Na podstawie zmierzonych wartosci $rednicy kapilar oblicz warto§¢ promienia dla
kazdego pomiaru a nastgpnie warto$ci $rednie dla promienia (rg) oraz powierzchni

kapilar (Sig), odchylenia standardowe (SD) oraz btedy pomiarowe jako trzykrotno$é

wartosci SD.

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

20
9pTsr

gdzie: o — napiecie powierzchniowe wody 70107 N/m ; g — przy$pieszenie ziemskie 9.81
m/s?; p — gesto$é wody 10° kg/m®. Uwaga! Wartosci promienia kapilar rs wstawiamy
do wzoru w metrach!
3. Oblicz btad wzniesienia kapilarnego metodg rozniczki logarytmicznej:

o

Ah=h‘—

Arg _
Tsr

Znajac ilo$é 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 warto$¢ srednig stosunku N/S» oraz jego btad pomiarowy jako 3-SD.

Dokonaj odpowiednich zaokraglen i zestawien wynikow:
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