Mikroskopia optyczna

Zagadnienia teoretyczne:

Swiatto jako fala elektromagnetyczna,

wspotczynnik zatamania Swiatta wzgledny i bezwzgledny

prawo odbicia i zatamania $wiatta,

soczewki i powstawanie obrazéw w soczewkach

zasada dziatania mikroskopu i powstawanie obrazu w mikroskopie
budowa krwi ludzkiej

rozktad normalny (Gaussa), odchylenie standardowe, $rednia i mediana

Zestaw do wykonania ¢wiczenia zawiera:

- Mikroskop dwuokularowy Delta Optical Genetic Pro z wbudowang kamerg USB
- Zestaw obiektywow i okularéw o réznym powiekszeniu

- Skala wzorcowa mikrometryczna

- Komputer PC z zainstalowanym oprogramowaniem Scope Image

- Zestaw preparatow do badan

Nasadka Sruba zabezpieczjgca preparat
Okular ’ binookularowa przed zgnieceniem (ustawiamy dla
obiektywu o powiekszeniu 100x)
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Rys.1 Budowa mikroskopu



UWAGA! Wszelkie manipulacje srubg makro- i mikrometryczng mikroskopu powinny byc¢
prowadzone bardzo ostroznie. W szczegdlnosci nalezy uwazac¢ aby przy zblizaniu stolika z
preparatem do obiektywu nie zniszczyc¢ szkietka preparatu.

Zadanie 1. Badanie rozktadu wielkosci komédrek krwi

1. Przygotowac mikroskop do pracy: witaczy¢ zasilanie mikroskopu, wigczyé komputer i
uruchomi¢ program Scope Image.

2. Na stoliku mikroskopu umiesci¢ wymaz krwi ryby (preparat nr. 40).

3. Wykorzystujgc obiektyw o powiekszeniu 10x znalez¢ obraz komorek krwi. W tym celu,
ustawi¢ obiektyw w odlegtosci ok. 4cm od preparatu a nastepnie wykorzystujgc Srube
makrometryczng nalezy ostroznie zblizac stolik z preparatem do obiektywu mikroskopu az
do pojawienia sie zarysu obrazu w okularze i na monitorze komputera. Ostro$é obrazu
wyregulowac srubg mikrometryczna.

4. Nie zmieniajac ustawien sruby makro- i mikrometrycznej ostroznie obrdéci¢ rewolwer tak
aby nad stolikiem znalazt sie obiektyw o powiekszeniu 20x. Ostro$¢ obrazu wyregulowacd
$rubg mikrometryczna.

5. Nie zmieniajgc ustawien sruby makro- i mikrometrycznej bardzo ostroznie obrdcic¢
rewolwer tak aby nad stolikiem znalazt sie obiektyw o powiekszeniu 40x. Ostros¢ obrazu
wyregulowac srubg mikrometryczna.

6. W celu znalezienia obrazu przy uzyciu obiektywu 60x nalezy:

- obnizyc¢ stolik,

- przekrecajgc rewolwerem ustawic obiektyw 60x

- za pomocg $ruby makrometrycznej ustawi¢ preparat w odlegtosci ok. 2mm od obiektywu
- za pomoca sruby mikrometrycznej powoli przyblizaé preparat do obiektywu az do
pojawienia sie obrazu w okularze. Nalezy jednoczesnie kontrolowaé odlegtos¢ preparatu od
obiektywu aby unikngc zniszczenia preparatu.

UWAGA: czynnosci w tym podpunkcie nalezy wykonywac bardzo powoli i z najwyizszg
ostroznoscig, najlepiej w obecnosci prowadzacego zajecia.

6. Po ustawieniu ostrego obrazu nalezy wykalibrowac¢ obraz z kamery mikroskopu. W tym

celu. Uzywajac przycisku kalibracja m w programie Scope Image zaimportowac plik
kalibracji o nazwie 60x lub 40x (lub inny stosownie do aktualnie uzywanego obiektywu). Na
ekranie pokazg sie podziatki: pionowa i pozioma.
7. Wykorzystujac narzedzie ,line” =1 dokona¢ pomiaru osi dtugiej komarki krwi.
8. Podobnie jak w punkcie 7 dokona¢ pomiaru osi dtugiej ok. N = 200 réznych komérek.
Wyniki pomiarow w mikrometrach (z doktadnoscig do jednego miejsca po przecinku)
zamiesci¢ w kolumnie arkusza Excel.
9. Sporzadzi¢ tabele odzwierciedlajgcy rozktad wielkosci komérek (tab.1). W tym celu
- posortowac wyniki pomiaréw od wartosci najmniejszej do najwiekszej
- podzieli¢ pomiary na grupy co 1 um
- zliczy¢ ilos¢ komorek n; nalezgcych do kazdej grupy
- dokona¢ normowania rozktadu czyli obliczy¢ prawdopodobienstwo tego, ze losowo
wybrana komaérka nalezy do konkretnego przedziatu:
r‘Ii
P(x )= N
gdzie: x;— warto$¢ odpowiadajgca srodkowi przedziatu
n;— liczebnos¢ przedziatu
N — liczba wszystkich pomiaréw np. N=200



Tabela 1

L.p. Przedziat Potozenie srodka Liczebnos¢ | Prawdopodo-
wielkosci przedziatu przedziatu bieAstwo
[um] X [um] n; P(x;)
1 6-7 6,5
2 7-8 7,5
3 8-9 8,5

10. Na podstawie danych z tabeli 1 sporzadzié histogram przedstawiajgcy rozktad
prawdopodobienistwa wystepowania komdrek o rozmiarach zawierajgcych sie w
poszczegdlnych grupach P(x). Przyktadowy histogram ilustruje rys.2.
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Rys.2 Rozktad wielkosci komdrek krwi (wykres przyktadowy)

11. Dla uzyskanego rozktadu obliczy¢:
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Wyniki obliczen zapisa¢ w tabeli przygotowanej wedtug ponizszego wzoru:

Tabela 2.
L.p. | Potozenie érodka | Prawdopodo- | Srednia wielkoéé¢ | Odchylenie Mediana Wartos¢
przedziatu bienstwo komorki standardowe funkcji Gaussa
X; [um] P(x; ) X [um] o [um] m [um] G(x)
1 6,5
2 7,5
3 8,5




12. Na tle histogramu doswiadczalnego (na podstawie wynikéw z tabeli 2) wyrysowac ksztatt
teoretycznej funkcji rozktadu G(x;).

13. Wyciggng¢ wnioski odnosnie dopasowania rozktadu teoretycznego do histogramu
doswiadczalnego.

Zadanie 2. Obserwacja komdrek krwi ludzkiej i pomiar ich Sredniego rozmiaru

1. Przygotowac mikroskop do pracy: wtgczyé zasilanie mikroskopu, wtgczy¢ komputer i
uruchomi¢ program Scope Image.

2. Na stoliku mikroskopu umiesci¢ preparat krwi cztowieka.

3. Wykorzystujgc obiektyw o powiekszeniu 10x znalez¢ obraz komadrek krwi. W tym celu,
wykorzystujgc sSrube makrometryczng nalezy ostroznie zblizaé stolik z preparatem do
obiektywu mikroskopu az do pojawienia sie zarysu obrazu w okularze i na monitorze
komputera. Ostro$¢ obrazu wyregulowac srubg mikrometryczna.

4. Nie zmieniajac ustawien sruby makro- i mikrometrycznej ostroznie obrdéci¢ rewolwer tak
aby nad stolikiem znalazt sie obiektyw o powiekszeniu 20x. Ostro$¢ obrazu wyregulowacd
$rubg mikrometryczna.

5. Nie zmieniajgc ustawien sruby makro- i mikrometrycznej bardzo ostroznie obrdcic¢
rewolwer tak aby nad stolikiem znalazt sie obiektyw o powiekszeniu 40x. Ostros¢ obrazu
wyregulowac srubg mikrometryczna.

6. W celu znalezienia obrazu przy uzyciu obiektywu 60x nalezy:

- obnizyc¢ stolik,

- przekrecajgc rewolwerem ustawic obiektyw 60x

- za pomocg $ruby makrometrycznej ustawi¢ preparat w odlegtosci ok. 2mm od obiektywu
- za pomoca sruby mikrometrycznej powoli przyblizaé preparat do obiektywu az do
pojawienia sie obrazu w okularze. Nalezy jednoczesnie kontrolowaé odlegtos¢ preparatu od
obiektywu aby unikngc zniszczenia preparatu.

UWAGA: czynnosci w tym podpunkcie nalezy wykonywac bardzo powoli i z najwyizszg
ostroznoscig, najlepiej w obecnosci prowadzacego zajecia.

7. Analogicznie jak w punktach 6-7 Zadania 1 dokona¢ pomiaru $rednicy ok. 50 komdrek krwi
cztowieka.

8. Obliczy¢ wartos¢ srednig rozmiaru komorki krwi oraz odchylenie standardowe. Wyniki
zapisa¢ w tabeli:

Tabela 3.
L.p. Srednica Srednia wartos¢ Odchylenie
komorki Srednicy standardowe
[um] [um]
1
2
50

9. Poréwnac sredni rozmiar komaorki krwi ludzkiej z komadrka krwi ryby.

Zadanie 3. Obserwacja obrazu wtosa ludzkiego i pomiar jego $rednicy

1. Przygotowad mikroskop do pracy: wtgczyc zasilanie mikroskopu, wtgczyé komputer i
uruchomi¢ program Scope Image.

2. Na stoliku mikroskopu na szkietku mikroskopowym umiesci¢ wtos.




3. Wykorzystujgc obiektyw o powiekszeniu 10x znalez¢ obraz wtosa. W tym celu,
wykorzystujgc sSrube makrometryczng nalezy ostroznie zblizaé stolik z preparatem do
obiektywu mikroskopu az do pojawienia sie zarysu obrazu w okularze i na monitorze
komputera. Ostros¢ obrazu wyregulowac srubg mikrometryczna.

4. Nie zmieniajgc ustawien sruby makro- i mikrometrycznej ostroznie obréci¢ rewolwer tak
aby nad stolikiem znalazt sie obiektyw o powiekszeniu 20x. Ostro$¢ obrazu wyregulowac
$rubg mikrometryczna.

5. Nie zmieniajgc ustawien sruby makro- i mikrometrycznej bardzo ostroznie obrdcic¢
rewolwer tak aby nad stolikiem znalazt sie obiektyw o powiekszeniu 40x. Ostro$¢ obrazu
wyregulowaé srubg mikrometryczna.

6. Uzywajgc przycisku kalibracja E'T“' w programie Scope Image zaimportowac plik kalibracji
o nazwie 40x. Na ekranie pokazg sie podziatki: pionowa i pozioma.

7. Wykorzystujac narzedzie ,line” 1 dokona¢ pomiaru $rednicy wtosa.

8. Podobnie jak w punkcie 7 dokonaé pomiaru srednicy wtosa w 10 réznych miejscach. Aby
przesungac sie w inny obszar wtosa uzywamy srub regulacji potozenia stolika.

9. Obliczy¢ srednig grubos¢ badanego wiosa oraz odchylenie standardowe pomiaréw.

10. Przygotowac tabele wedtug ponizszego wzoru

Tabela 4.
L.p. | Srednica Srednia wartos¢ Odchylenie
wiosa Srednicy standardowe
[um] [um]
1
2
3

11. Wykorzystujac obiektyw 40x znalezé i obserwowac obraz cebulki wtosa.

Zadanie 4. Obserwacja wybranych preparatéw biologicznych

W niniejszym zadaniu nalezy wybrac¢ 10 preparatéw biologicznych i dokonac ich obserwacji
wykorzystujgc obiektywy o réznych powiekszeniach. Obserwacje nalezy rozpoczynaé
wykorzystujgc obiektyw 10x nastepnie 20x itd. (analogicznie jak w zadaniach 1-3) az do
uzyskania optymalnego powiekszenia. W celu poprawy jakosci uzyskanego na monitorze
komputera obrazu wytestowac ustawienia poszczegdlnych narzedzi obrazu w programie
Scope Image. Uzyskany optymalny obraz zapisa¢ na dysku twardym komputera.



