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Cwiczenie nr 5 Podstawy mikroskopii optycznej

CEL CWICZENIA:
e zapoznanie z budowg i obstugg mikroskopu optycznego pracujgcego w trybie
odbiciowym oraz transmisyjnym,
e okreslenie jego zdolnosci rozdzielczej oraz powiekszenia poprzecznego,

e przygotowanie oraz obserwacja preparatow mikroskopowych.

1. WPROWADZENIE
Pierwsze mikroskopy optyczne pojawity sie w 16. wieku. Zwigzane to byto

m.in. z rozwojem szkiet optycznych i konstrukcjami pierwszych teleskopdw. Duzg role w
rozwoju mikroskopii odegrali Hans Lippershey, Zachariasz Janssen i jego syn Hans. Pierwsze
badania komdrek krwi i mikroorganizméw wykonat Antoni van Leeuwenhoek, ktéry
udoskonalit konstrukcje mikroskopu i spopularyzowat te technike badawczg

Zasada dziatania wszystkich mikroskopdw optycznych jest identyczna tzn. tworzg one
powiekszone obrazy bliskich przedmiotéw [1,2,3]. Do podstawowych elementéw
sktadajacych sie na uktad mikroskopowy mozemy zaliczyé: uktad oswietlacza wraz ze zrédtem
Swiatta, obiektyw oraz okular umieszczonych w tubusie mikroskopu, stolik przedmiotowy
oraz detektor, ktérym moze by¢ oko (mikroskopy wizualne) lub kamera cyfrowa (mikroskopy
cyfrowe). W zaleznosci od witasnosci transmisyjnych obiektu wyrdézniamy dwie podstawowe
konfiguracje mikroskopdéw optycznych:

e transmisyjng do obserwacji obiektow przezroczystych i czesciowo przezroczystych,

e odbiciowg do obserwacji obiektow nieprzezroczystych.

Podstawowa réznicg pomiedzy nimi jest lokalizacja uktadu oswietlacza. W mikroskopach

transmisyjnych oswietlacz znajduje sie przed probka tak, iz uktad optyczny mikroskopu




odwzorowuje $swiatto przechodzace przez nig. W przypadku mikroskopdw optycznych ukfad
optyczny odwzorowuje $wiatto odbite od powierzchni prébki, poniewaz jest ona oswietlana
od strony obiektywu.

Obiektyw mikroskopowy odpowiedzialny jest za utworzenie rzeczywistego, odwréconego

i powiekszonego obrazu posredniego bliskiego przedmiotu w przedmiotowej ptaszczyznie
ogniskowej okularu. Stanowi on réwniez jednoczesnie przystone aperturowg oraz Zrenice
wejsciowg ukfadu mikroskopowego, ktére dla przypomnienia mozemy zdefiniowad
W nastepujgcy sposob [1]:

e przestona (diafragma) aperturowa: rzeczywista przestona najbardziej ograniczajaca
pek promieni aperturowych, czyli promieni wychodzacych z osiowego punktu
odwzorowywanego obiektu

e 7renica wejsciowa: obraz przestony aperturowej znajdujgcy sie w przestrzeni
przedmiotowej utworzony przez czes¢ uktadu optycznego zlokalizowang pomiedzy
przestong a przedmiotem. W sytuacji, gdy przestona aperturowa jest umiejscowiona
w pfaszczyznie przedmiotowe]j, wéwczas stanowi on zarowno przestone aperturows,

jak i Zrenice wejsciowg uktadu.

Z kolei okular, ktéry petni funkcji lupy, odpowiedzialny jest za dodatkowe powiekszenie
obrazu posredniego utworzonego przez obiektyw, ktéry w tym przypadku stanowi przedmiot
odwzorowywany przez okular. Tworzy on powiekszony obraz w ptaszczyznie detekcji, ktérg

moze by¢ siatkdwka oka ludzkiego lub tez matryca kamery cyfrowe;.

Rys. 1 Schemat odwzorowania optycznego obiektu w uktadzie mikroskopowym



W przedmiotowej ptaszczyznie ogniskowej okularu, gdzie powstaje obraz posredni obiektu
odwzorowywanego przez obiektyw, zlokalizowana jest przestona polowa, ktéra jest
rzeczywistg przystong najbardziej ograniczajgcg pole widzenia. W przypadku mikroskopu
przystona ta ogranicza rozmiary poprzeczne obrazu posredniego utworzonego przez
obiektyw. Zrenica wyjéciowa ukfadu mikroskopowego, ktéra jest obrazem przestony
aperturowej w przestrzeni obrazowej przez elementy optyczne uktadu zlokalizowane za tg
przestong, pokrywa sie z zrenicg oka lub tez z ptaszczyzng detekcyjng kamery cyfrowe;.

Schematyczny bieg promieni w mikroskopie optycznym pracujgcym w trybie odbiciowym

zostat przedstawiony na Rys. 2.
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Rys. 2 Przyktad odwzorowania w mikroskopie odbiciowym z oswietlaczem Kéhlera w
jasnym polu.



Zrédto $wiatta Z jest odwzorowywane za pomoca kondensora Kn oraz dodatkowej soczewki S
w przystonie aperturowej Pa obiektywu, gdzie skupiajg sie promienie aperturowe
wychodzace ze zrédta swiatta po przejsciu przez kondensor Kn oraz soczewke S. Obraz
ptaszczyzny aperturowej kondensora powstaje w ptaszczyznie przedmiotowej, gdzie
ogranicza powierzchnie przedmiotu, ktdra zostanie o$wietlona i bedzie odwzorowywana
przez mikroskop. Obiektyw Ob tworzy odwrdcony, powiekszonych, posredni obraz O’
rzeczywisty przedmiotu O w przedmiotowe] ptaszczyznie ogniskowej okularu Ok. Z kolei
okular Ok tworzy koncowy obraz przedmiotu O” na siatkdwce obserwatora lub tez
powierzchni detekcyjnej kamery cyfrowej [1].

Mikroskopy s3g instrumentami silnie powiekszajagcymi odwzorowywane obiekty.
Powiekszenie poprzeczne mikroskopu P w bezposredni sposdb zalezy od powiekszenia

poprzecznego obiektywu Pop i powiekszenia poprzecznego okularu Pox :
P="P,,Px-

Powiekszenia poprzeczne wyzej wymienionych elementéw optycznych wchodzacych w sktad

uktadu optycznego mikroskopu mozemy wrazi¢ w nastepujacy sposob:
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gdzie poszczegdlne wielkosci oznaczaja:
L — dtugos¢ optyczna tubusu mikroskopu, w mm (odlegtos¢ pomiedzy ogniskiem
obrazowym obiektywu a ogniskiem przedmiotowym okularu),
D — odlegtos¢ najlepszego widzenia (250 mm),
f/o» — obrazowa odlegto$¢ ogniskowa obiektywu,

f/ok— obrazowa odlegtoé¢ ogniskowa okularu.

Znaki minus w powyzszych wzorach oznaczajg, ze zaréwno obiektyw, jak i okular, tworzg

obrazy odwrocone w stosunku do odwzorowywanego przedmiotu (obrazu).



Jako$¢ odwzorowania optycznego, podobnie jak wszystkich uktadéw optycznych,
w gtéwnej mierze ograniczona jest przez efekty dyfrakcyjne. Okresla jg zdolnos¢ rozdzielcza
definiujgca najmniejszg odlegtos¢ pomiedzy dwoma punktami przedmiotowymi emitujgcymi
Swiatto ( np. punktowymi Zrédtami swiatta), ktdérych obrazy uwazane za rozdzielone.
W przypadku mikroskopu mozemy jg okresli¢ w nastepujgcy sposob:

d= 4 ,
2NA,,

gdzie poszczegdlne wielkosci oznaczaja:

A — dtugosé fali Swiatta stosowanego w obserwacji,

d — najmniejsza odlegtos¢ pomiedzy dwoma obiektami przedmiotu, ktére w obrazie
mikroskopowym mogg by¢ jeszcze rozrdzniane jako oddzielne,

NAo, — apertura numeryczna obiektywu, charakteryzuje mozliwos¢ efektywnego
wykorzystania obiektywu dla uzyskania obrazu o mozliwie najwiekszej ilosci
szczegotow.

Aperture numeryczng obiektywu mozemy wyznaczyé w nastepujgcy sposob
NA,, =nsina

gdzie:
n — wspodtczynnik zatamania swiatta osrodka w jakim umieszczony jest obiektyw (np.
dla powietrza n = 1, dla olejku immersyjnego n=1,5)
o — kat pomiedzy osig optyczng obiektywu a najbardziej skrajnym promieniem
aperturowym wpadajgcym do obiektywu i jeszcze odwzorowywanym przez niego, po

ugieciu Swiatta na preparacie.
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Rys. 3 Apertura numeryczna obiektywu mikroskopowego

W przypadku wielu przyrzagdéw odwzorowujgcych, m.in. mikroskopéw optycznych, zdolnos¢
rozdzielczg wyraza sie rowniez poprzez najwiekszg ilos¢ rozdzielnie widocznych obrazéw
wzajemnie réwnolegtych linii jakg przyrzad moze odwzorowac na jednym milimetrze swojej
ptaszczyzny obrazowej lub tez najmniejszg odlegtoscia wzajemnie réwnolegtych linii
mieszczgcych sie w ptaszczyznie przedmiotowej [1]. W tym celu korzysta sie ze specjalnych
liniowych testéw rozdzielczosci.

W pierwszym przypadku, jezeli przyjmiemy, Zze poszczegdlne linie testu emitujg
promieniowanie wzajemnie niekoherentne i monochromatyczne, a dodatkowo zdolnos¢
rozdzielcza opisuje warunek Rayleigha, wowczas punkty na sgsiadujgcych krawedziach linii
przedmiotowych bedg w ptaszczyinie obrazowej obserwowane jako rozdzielone, jezeli ich

odlegtos¢ I’ w granicznym przypadku spetni warunek:

I'=122f" %+

Zwy
Zatem ilos¢ linii N rozdzielnie widzianych na jednym milimetrze ptaszczyzny obrazowej
bedzie wyrazona przez odwrotnos¢ odlegtosci /”.
Z kolei w drugim przypadku, przez zdolnos¢ rozdzielczg mikroskopu rozumie sie najmniejszg
odlegto$é | pomiedzy sg sgsiadujgcymi czarnymi liniami oddzielonymi od siebie o tg samg
odlegtos¢ | widzianych oddzielnie. Jezeli stosujemy w celu oswietlenia przedmiotu stosujemy
niekoherentne wigzke monochromatycznego, wéwczas odlegto$é tg zdefiniowaé mozemy

W nastepujgcy sposob:



0,612

I—NAOb.

Powyzisze réwnanie moze byé stosowane jedynie w sytuacji, gdy apertury numeryczne
obiektywu oraz kondensora (stanowigcego uktad soczewkowy o$wietlacza mikroskopowego)
sg sobie réowne. W przypadku, gdy apertury tych elementéw sg rézne, wéwczas konieczna
jest nastepujgca modyfikacja powyzszego rownania:

0611
NAy, + NA,

Wszystkie powyzisze zaleznosci opisujgce zdolnosé rozdzielcza mikroskopu uwidaczniajg, iz
jako$¢ odwzorowania realizowanego przez mikroskop zalezy bezposrednio od dtugosci fali
stosowanego $wiatfa oraz apertury numerycznej obiektywu lub tez apertury numerycznej
obiektywu oraz kondensora. W celu zwiekszenia zdolnosci rozdzielczej mikroskopu nalezy
zmniejszy¢ dtugos$é fali swiatta lub tez zwiekszyé aperture numeryczng obiektywu oraz
kondensora. Z kolei, aby zwiekszy¢ aperture numeryczng obiektywu nalezy zwiekszy¢
wspotczynnika zatamania przestrzeni pomiedzy obiektywem a przedmiotem, np. poprzez

uzycie cieczy immersyjne;j.

2. UKtAD POMIAROWY

Obserwacja tkanek i komodrek wykonywana bedzie za pomocg mikroskopu
optycznego Bresser Biolux wyposazonego w kamere USB, ktdéra umozliwia zachowywanie
obrazu preparatu oraz nagranie filmu. Mikroskop pozwala na obserwacje w Swietle
przechodzagcym i odbitym oraz na wykonywanie zdje¢ pojedynczych Ilub seryjnych
(co 5 sekund). Trzy obiektywy (4x, 10x i40x) w potaczeniu z okularem (10x) pozwalajg
uzyskaé powiekszenia 40x, 100x i 400x. Maksymalna rozdzielczo$é uzyskiwanych zdjeé to:
2048 x 1536 (inne dostepne rozdzielczosci zdje¢: 640 x 480, 800 x 600, 1024 x 768,
1280 x 960, 1600 x 1200, 2048 x 1536).



Rys. 4. 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 gérne LED. 13. Zestaw kolorowych filtréw.

6. Pokretto ustawiania ostrosci. 14. Przetgcznik wyboru trybu oswietlenia.
7. Pokretto przesuwu stolika do przodu i tytu. 15. Pokretto regulacji natezenia

8. Pokretto przesuwu stolika w lewo i prawo. oswietlenia.

Oswietlenie prébek (gorne i dolne) zapewniajg diody LED emitujgce swiatto biate. Natezenie

promieniowania emitowanego przez diody moze byé regulowane za pomocg odpowiednich

pokretet. Przetgcznik wyboru oswietlenia umozliwia przeprowadzanie badan w swietle:

przechodzagcym - w tym trybie dokonuje sie obserwacji przedmiotéw
przezroczystych. Podczas takiej obserwacji swiatto pada na preparat od spodu. Obraz
uzyskany po przejsciu $wiatta przez prébke zostaje powiekszony przez soczewki
obiektywu i matryce okularu, a nastepnie dostaje sie do oka. Wiele mikroorganizmow
zyjacych w wodzie, czesci rosdlin i najmniejszych czesci organizmodw zwierzecych
charakteryzuje sie naturalng przejrzystoscig, inne wymagajg jednak specjalnego

spreparowania.



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

e przechodzacym i odbitym jednoczesnie - w tym trybie dokonuje sie obserwacji
czesciowo - przezroczystych preparatéw. Ten tryb nie jest zalecany dla
przepuszczajgcych swiatto obiektdw na szkietkach mikroskopowych, gdyz powoduje

odbijanie swiatta od preparatu.

Ustawienia przetacznika trybu oswietlenia:

"|"

e potozenie "I" - podswietlenie preparatu od dotu ($wiatto przechodzgce)
e potozenie "lI" - oswietlenie od strony obiektywu (Swiatto odbite)

e potozenie "lllI"- oswietlenie transmisyjne i odbiciowe.

Rdézne tryby oswietlenia z regulacja natezenia kazdego z nich umozliwiajg dobér
odpowiednich dla danego preparatu warunkéw oswietlenia.

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 czesci obiektu

(np. czasteczki skrobi, pojedyncze komarki) beda Iepiej widoczne

Rys. 5. Preparat z wewnetrznej tuski cebuli przy zastosowaniu réznych filtrow



3. PRZEBIEG CWICZENIA

3.1

Przygotowanie preparatow mikroskopowych.

Badang prdébke nalezy umiesci¢ centralnie na szkietku podstawowym. Nastepnie
probke nalezy ostroznie przykryé szkietkiem nakrywkowym, pamietajgc o tym, ze

szkietka powinny do siebie przylegac (prébka musi by¢ odpowiednio ptaska).

3.3.1 Przygotowanie preparatu z tuski cebuli wedtug wskazéwek prowadzacego.

3.3.2 Przygotowanie preparatu z drozdzy spozywczych wedtug wskazéwek

prowadzgcego.

3.3.3 Wybarwianie preparatow.
Nalezy wykonac¢ kolejne preparaty z drozdzy. Wybarwianie ma miejsce przed

nakryciem prébki szkietkiem nakrywkowym.

3.3.4 Przyzyciowe barwienie protoplazmy i glikogenu w komadrkach drozdzy.
Odczynniki: ptyn Lugola
Postepowanie: w kropli ptynu 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.

3.3.5 Przyzyciowe barwienie wakuoli w komérkach drozdzy.
Odczynniki: czerwien obojetna
Postepowanie: umiesci¢ badane drozdze w kropli barwnika, przykryé preparat
szkietkiem nakrywkowym, natychmiast oglgdad.

Wynik barwienia: wodniczki czerwono-purpurowe (UWAGA! Po 15-20 minutach

barwnik jest wydalany z wakuol i zabarwia cytoplazme na kolor brgzowo-

rozowy).
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3.4 Wykonanie pomiaréw na przygotowanych preparatach.

3.4.1 Obserwacja i rejestracja obrazéw

Po przygotowaniu mikroskopu do pracy nalezy wtgczy¢ komputer i przez port
USB podtaczy¢ do niego umieszczong w mikroskopie kamere. Nastepnie na
pulpicie nalezy utworzy¢ swaj folder (np. Imie_Nazwisko) i uruchomic program
Webcam VideoCap (skrét na pulpicie). Po uruchomieniu programu nalezy
ustawié $ciezke zapisu rejestrowanych obrazéw. W tym celu nalezy z zaktadki
File wybrac Set Capture File Folder, nastepnie wybrac¢ swéj folder i zatwierdzi¢.

Rejestracji obrazéw dokonuje sie poprzez wybdr opcji SnapShot z zaktadki
Capture. Obraz w postaci pliku JPG zostanie zapisany w wybranym wczesniej
folderze. Zalecasie zmiane nazwy pliku na znaczacg (np. ,drozdze

niewybarwione”) zaraz po rejestracji obrazu.

(@) (b)

os mala

dlugosé

0s wielka

szerokosé

Rys. 6. Sposéb wymiarowania komdérek w badanych preparatach

3.4.2 Okreslenie rozmiarow komodrek wystepujacych w przygotowanych

preparatach

W przypadku preparatu z tuski cebuli nalezy okresli¢ szeroko$¢ i dtugos¢ 3
wybranych komdrek oraz wyliczy¢ srednig arytmetyczng z uzyskanych wynikéw
oraz odchylenie standardowe od wartosci sredniej. Sposdb pomiaru ilustruje

Rys. 6a.
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W przypadku wybranego preparatu z drozdzy spozywczych nalezy okresli¢
wymiary osi matej i osi wielkiej 10 wybranych komérek oraz wyliczy¢ $rednig
arytmetyczng z uzyskanych wynikéw. Sposdb pomiaru ilustruje Rys. 6 b.

Aby wykonanie pomiaréw rozmiaréw komorek w przygotowanych preparatach

byto mozliwe, nalezy postepowac zgodnie z ponizszym schematem.

1. Po uzyskaniu ostrego obrazu preparatu przy maksymalnym powiekszeniu
nalezy (nie zmieniajagc obiektywu) zarejestrowaé obraz podziatki
umieszczonej na specjalnej ptytce. Odlegtos¢ miedzy najmniejszymi
dziatkami tej podziatki wynosi 0,01 mm.

2. Nalezy uruchomi¢ program Imagel (skrét na pulpicie) i weczyta¢ do niego
obraz podziatki:

Zaktadka File > Open > wybraé odpowiedni plik

3. Obraz podziatki nalezy obrécic o kat 45°.

Zaktadka Image > Rotate > Arbitrarily > przy Angle (degrees) wpisaé 45

4. Za pomocga narzedzia do rysowania linii nalezy zaznaczy¢ odlegtos¢ miedzy
najblizszymi dziatkami, a doktadniej miedzy srodkami linii tworzacych
najblizsze dziatki. Odlegto$¢ ta bedzie wyrazong w pikselach. Sposéb
pomiaru zilustrowano na Rys. 7.

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

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

6. Otworzy¢ zdjecie preparatu i korzystajgc z narzedzia do rysowania linii
zmierzy¢ okreslone wymiary komorek.

7. Wyniki pomiaréw (w um zebraé w tabeli i wyliczy¢ odpowiednie sSrednie

arytmetyczne). Tabelke zamiesci¢ w sprawozdaniu.
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narzedzie do rysowania linii

Image.J
¢ Process Analyze Plugins Window Help
Ojojz|ofE 4|+ |\ AlA 6] 2|@lose| 0] 4|8 #|_|»

¥=203, y=196, angle=0.00, length=33.00

$1ill0009. jpg =169

mierzona dlugos¢ odcinka
(w pikselach)

zaznaczony odcinek

Rys. 7. Sposéb pomiaru odlegtosci miedzy kolejnymi dziatkami podziatki

3.5 Obserwacje gotowych preparatow.

Nalezy znalez¢ i zarejestrowaé obrazy wybranych przez prowadzgcego gotowych

preparatow mikroskopowych przy najwiekszym mozliwym powiekszeniu oraz zaznaczyé

charakterystyczne struktury komorkowe.
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4. OPRACOWANIE WYNIKOW

W sprawozdaniu nalezy umiesci¢ wyniki wszystkich przeprowadzonych zadan
pomiarowych oraz odpowiednio je skomentowac. Nalezy rdwniez zatgczy¢ i podpisaé
zarejestrowane obrazy przygotowanych preparatow. Obrazy preparatéw z drozdzy
(niewybarwianych i wybarwianych) nalezy umiesci¢ obok siebie i poréwnaé. Zaobserwowane
réznice nalezy zaznaczy¢ na obrazach, jak pokazano na Rys. 8.

Sprawozdanie powinno zawiera¢ tabele z odczytanymi wymiarami komérek i wyliczonymi
srednimi arytmetycznymi kazdego z wymiardéw, jak réwniez odchyleniami standardowymi
wartosci sredniej.

W sprawozdaniu nalezy umiesci¢ zarejestrowane obraz gotowych preparatéw oraz

zaznaczy¢ na nich zidentyfikowane struktury komaérkowe.

wybarwiona na zolto propoplazma

Rys. 8 Zarejestrowany obraz a) niewybarwionych drozdzy (powiekszenie 400x), b) drozdzy
wybarwionych ptynem Lugola (powiekszenie 400x)
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