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ZAGADNIENIA TEORETYCZNE DO PRZYGOTOWANIA NA CWICZENIE:
»Budowa i zasady postugiwania si¢ mikroskopem optycznym”

Zasady bezpieczenstwa i higieny pracy w pracowni biologicznej. Historia rozwoju
mikroskopu optycznego. Budowa i zasady postugiwania sie mikroskopem optycznym
(zdolnos¢  rozdzielcza — mikroskopu, — immersja, rodzaje  obiektywow).  Technika
przygotowywania preparatow — mikroskopowych  swiezych. Mikroskop  fluorescencyjny
(budowa, zasada dziatania). Metodyka przygotowania preparatow do mikroskopii
fluorescencyjnej. Komorka pod mikroskopem. Jednos¢ i roznorodnos¢ komorek
eukariotycznych. Biometria komorki.
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CZESC PRAKTYCZNA

I. Omowienie podstawowych zasad bezpieczenstwa i higieny pracy w pracowni
biologicznej:

1. zasady zachowania si¢ w pracowni biologicznej,

2. zabezpieczenia osobiste,

3. postgpowanie z materialem biologicznym, odczynnikami chemicznych, mikroskopami
4. postepowanie w razie wypadku (zatrucie, skaleczenie, porazenie pradem, pozar).

II. Zapoznanie 2z podstawowym wyposazeniem pracowni biologicznej
(mikroskopy optyczne, szklo laboratoryjne, preparaty mikroskopowe) oraz
zasady jego uzytkowania.
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A. Budowa mikroskopu optycznego

Elementy optyczne Elementy
mechaniczne
Okular Tarcza rewolwerowa to obrotowa
zbudowan)l; czes¢ mikroskopu, na ktérej sg

2 soczewek umocowane obiektywy o réznych

jest miejscem, powiekszeniach. W mikroskopach,
do ktérego w ktoérych jest zamocowany jeden
obserwator zbliza obiektyw, nie ma tarczy rewolwerowej.

oko.

Statyw
taczy elementy
sktadowe mikroskopu.

Zacisk stuzy
do umocowania
preparatu na stoliku.

Obiektyw,
zbudowany

z soczewek, znajduje
sie bezposrednio
nad obserwowanym
obiektem.

Aparat Abbego, — = =

kieruje promienie Swiatta od

Stolik to miejsce
Zrodta Swiatta do obiektywu.

umieszczenia

: preparatu.
Zrédto swiatta

stuzy do
oswietlenia
preparatu; moze
to byc¢ zaréwka lub
lusterko odbijajace
Swiatto stoneczne.

Sruby (mata, czyli
mikrometryczna, i duza,
czyli makrometryczna) stuzg
do ustawienia odlegtosci

i ostroéci obserwowanego
obiektu poprzez poruszanie
obiektywem w gére lub w dot.

Czesci mechaniczne - opis wazniejszych elementow

podstawa - zapewnia stabilno$¢ przyrzadu i jest wyposazona w zrodto $wiatta

statyw - taczy wszystkie czesci mikroskopu, utrzymuje w statej odlegtosci uktad optyczny
obiektywow od okularéw

tubus - metalowa rurka przystosowana w gornej cze$ci do zaktadania okularu, w dolnej
za$ zakonczona tarczg obrotowg zwang rewolwerem, w ktorej znajdujg si¢ obiektywy
stolik mikroskopowy, na ktorym umieszcza si¢ ogladany preparat, wyposazony jest w
urzadzenie do przesuwania preparatu za pomoca pokretel znajdujacych sie pod stolikiem
sruba makrometryczna umozliwia znalezienie obrazu

Sruba mikrometryczna stuzy do ustawienia wtasciwej ostro$ci obrazow
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Czesci optyczne - opis wazniejszych elementow

Aparat oSwietlajacy (Abbego)

Najwazniejsza z czesci aparatu o$§wietlajacego jest kondensor umieszczony bezposrednio
pod stolikiem przedmiotowym. Sktada si¢ on najczesciej z kilku soczewek skupiajacych w
specjalnej oprawie, przymocowanej do statywu za pomoca tozyska saneczkowego oraz
sruby umozliwiajgcej opuszczanie i podnoszenie kondensora. Jego zadaniem jest dobre i
prawidtowe oswietlenie badanego preparatu przez skupienie promieni Swietlnych odbitych
od lusterka. Do regulowania wielko$ci pola o$wietlanego stuzy przestona (diafragma), a do
tlumienia zbyt jasnego o$wietlenia szklane filtry umieszczane w ramkach. Najprostszym
sposobem o$wietlenia preparatu jest uzycie zwyktej lampy stotowej, ktérej §wiatto kieruje
si¢ do kondensora przy pomocy lusterka.

Okulary

Umieszczone sa w nasadce dwuocznej zwanej tubusem. Zbudowane sg z zespotu soczewek
ptasko-wypuktych. Powigkszaja na zasadzie lupy obraz tworzony przez obiektyw
mikroskopu, dodatkowo moga korygowa¢ wady obrazu z obiektywu.

Obiektywy

Wszystkie obiektywy mikroskopowe sktadajg si¢ z kilku soczewek. Potgczenie Kilku
soczewek w obiektywie ma na celu wytworzenie obrazu bardziej podobnego do
przedmiotu oraz usunig¢cie niektorych wad optycznych. W mikroskopie obiektywy
zamocowane sg na tarczy rewolwerowej, znajdujacej si¢ nad stolikiem przedmiotowym.
Obiektywy oznacza si¢ cyframi, co wskazuje na ich powickszenie. Powiekszenie
obiektywow ma zwykle wartosci od 10 do 100 razy.

Specyfikacja obiektywu

producent ~—— .\ —— gwintobiektywu
informacja o typie

informacja o typie obiektywu
obiektywu
aperwra
powiekszenie numeryczna
liniowe srodek
wlasciwosci immersyjny
optyczne »
odleglosc
pracy
dlugos¢ tuby kolorowy
odchylka grubosci kod
obudowy uchwyt
soczewka
przednia

Wyrézniamy:
— obiektywy suche
— obiektywy mokre (zanurzalne — immersyjne)
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Obiektywy suche daja powickszenia mniejsze (od 5 do 60 razy). Migdzy ich powierzchnig
czotows, a oglagdanym preparatem znajduje si¢ powietrze. W obiektywach immersyjnych
dajacych powigkszenie od 60 do 100 razy, ilos¢ promieni $wietlnych biegnacych od
ogladanego preparatu do takiej soczewki jest niewielka. Aby zapobiec ich rozpraszaniu
stosuje si¢ olejek immersyjny. Soczewke tego obiektywu zanurza si¢ w cieczy
(najczesciej jest to olejek cedrowy) poprzez umieszczenie tej cieczy na oglagdanym preparacie.

Rodzaje mikroskopu optycznego:

» ultrafioletowy - zrodtem $wiatta sg promienie UV o dlugosci fali od 240 do 400 nm;

« fluorescencyjny - wykorzystuje zjawisko fluorescencji obiektoéw oswietlonych
niewidzialnym §wiatlem UV;

» z ciemnym polem widzenia - wykorzystuje si¢ odbijanie i uginanie cze$ci promieni
na drobnych przedmiotach, ktore dzigki temu stajg si¢ widoczne na ciemnym tle;

» kontrastowo - fazowy, ktory umozliwia obserwacje ubogich w kontrasty obiektow i
ich struktur bez potrzeby barwienia preparatow.

Podstawowe parametry charakteryzujace mikroskopy optyczne:

Apertura numeryczna obiektywu (NA)

Apertura numeryczna obiektywu to kat zawarty miedzy osig optyczng obiektywu a
skrajnym promieniem $wietlnym, ktory jeszcze wpada do soczewki czotowej obiektywu.
Kat ten zalezy od wspoétczynnika zatamania $wiatla w $rodowisku zawartym migdzy
preparatem a soczewka czotowag obiektywu. Od apertury numerycznej zalezy zdolnos$¢
rozdzielcza mikroskopu oaz jasno$¢ obrazu mikroskopowego.

NA = n'sina

n — wspodtczynnik zatamania $wiatta (dla powietrza n = 1, dla olejku immersyjnego
n =1,515)

a — kat pomiedzy gtéwna osig optyczng obiektywu a najbardziej skrajnym promieniem
wpadajagcym do obiektywu po ugieciu na preparacie 1 biorgcym jeszcze udzial w tworzeniu
obrazu

Graficzne przedstawienie kata aperturowego
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Z.dolnos$¢ rozdzielcza mikroskopu

Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu to najmniejsza odlegtos¢ miedzy dwoma punktami,
ktére dostrzegane sg jeszcze jako dwa oddzielne punkty; wyraza si¢ wzorem:

A
2NA

A- dtugos¢ fali Swiatta uzytego do obserwacji
NA- apertura numeryczna

d=

Powigkszenie mikroskopu
Powigkszenie catkowite (Pc) mikroskopu to iloczyn powigkszen okularu (Pok) i obiektywu
(Pob) oraz ewentualnie powigckszen posrednich uktadéw optycznych.

Pe= Pok X Pob

B. Obstuga mikroskopu optycznego

Podtacz kabel stotu roboczego do gniazdka elektrycznego.

Podtacz kabel mikroskopu do gniazdka elektrycznego pod blatem stotu.

Ustaw mikroskop na stole, tak aby$ miat do niego swobodny dostep.

Upewnij si¢, ze nad stolikiem ustawiony jest obiektyw o najmniejszym powigkszeniu

(10x lub 5x). Jesli nie, przekre¢ tarczg rewolwerowg mikroskopu ustawiajac

odpowiedni obiektyw (stycha¢ wtedy charakterystyczne klikniecie).

5. Umies¢ gotowy preparat mikroskopowy (szkietkiem nakrywkowym do gory) na
stoliku i umocuj go za pomocg zacisku. Upewnij sie, ze TwOj preparat jest w centrum
pola widzenia.

6. Patrzac na mikroskop z boku, podnie$ (za pomoca §ruby makrometrycznej) stolik z
preparatem maksymalnie do gory, ale tak aby nie dotykat soczewki obiektywu
(UWAGA!! Postepuj ostroznie zeby nie zniszczy¢ preparatbw oOraz soczewek
obiektywu).

7. Patrzac w okular upewnij si¢, ze pole widzenia w mikroskopie jest jasne 1 wlasciwie
oswietlone, $wiatlo nie razi w oczy, a jednocze$nie dobrze oswietla pole widzenia w
mikroskopie; w razie konieczno$ci dostosuj jasno$¢ obrazu do swojego oka za pomoca
pokretlta potencjometru (jesli mikroskop go posiada) oraz aparatu Abbego.
Obserwujac preparat przy matym powigkszeniu obiektywu, aparat Abbego opus¢
maksymalnie w dot; im wigksze bedzie powigkszenie obiektywu, tym aparat Abbego
powinien znajdowac si¢ wyzej.

8. Po ustawieniu stolika z preparatem, patrz w okular i jednocze$nie bardzo powoli

opuszczaj stolik za pomocg $ruby makrometrycznej, az do momentu znalezienia

obrazu (poprzez obnizanie stolika masz pewnos¢, ze nie zgnieciesz preparatu podczas
obserwacji).

Eall el

Projekt ,,Przedmioty przyrodnicze — kluczem do zawoddéw przysztosci”. Wyisza jakos¢ ksztatcenia
przedmiotow chemiczno-biologicznych w | LO w Biatymstoku dzieki nauczaniu poprzez eksperyment i
wspotpracy z jednostka naukowo-badawczay”
wspotfinansowany ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Regionalnego Programu
OperacyjnegoWojewddztwa Podlaskiego na lata2014-2020



Eﬂ?gé’éjzsiie Rzeczpospolita %}- Unia Europejska
Program Regionalny - Polska Pm”“sk”:h . i Europejski Fundusz Spoteczny

9. Jesdli nie znajdziesz obrazu, wowczas musisz podnies¢ stolik ponownie do gory, blisko
obiektywu, ale tak zeby preparat go nie dotykal i ponownie, powoli opuszczaj stolik z
preparatem az do chwili uzyskania obrazu.

10. Od tej chwili nalezy uzywa¢ wytacznie $ruby mikrometrycznej w celu uzyskania
ostrosci obrazu.

11. Jesli obraz wymaga wigkszego powigkszenia zmien obiektyw 1 ustaw ostros¢
wylacznie $Srubg mikrometryczna.

12. Skonsultuj otrzymany obraz z prowadzacym zajecia.

13. Po skonczonej obserwacji przekre¢ tarczg rewolweru na obiektyw o najmniejszym
powigkszeniu.

14. Stolik opu$¢ $ruba makrometryczng maksymalnie do dotu, wyjmij preparat, wyczys¢
mikroskop.

15. Wylacz mikroskop wytacznikiem na podstawie i przykryj workiem ochronnym.

16. Odtacz kabel od stotu roboczego.

17. Preparaty trwate odnie$ do teczek, szkietka podstawowe z preparatow swiezych umyj
pod biezaca wodai wytrzyj do sucha bibuta.

UWAGI:

* Nie dotykaj palcami soczewek, nie odkrgcaj obiektywow.

» Jedli nie uzywasz mikroskopu wylacz zrodto $wiatta i przykryj mikroskop workiem
ochronnym.

» Zawsze podczas przenoszenia mikroskopu trzymaj go obiema r¢kami. Jedng reka
chwy¢ statyw, a druga podtrzymuj podstaw¢ mikroskopu.

» Zawsze zaczynaj mikroskopowac¢ od najmniejszego obiektywu.

C. Dokumentacja obserwacji mikroskopowych

Wiyniki obserwacji zapisuje si¢ w postaci rysunku. Dobrze wykonany rysunek pomaga
zrozumie¢ budowe obserwowanego organizmu lub jego fragmentu (komorki).

Zasady wykonywania rysunku biologicznego:

» wykonuj rysunek otowkiem w trakcie obserwacji

* rysyj tylko i wytacznie to, cO widzisz

* Staraj si¢ zachowa¢ wilasciwe proporcje wszystkich elementéw rysowanego
obiektu

* rysuj ciaglymi liniami, nie szkicuj

 nie koloruj ani nie cieniuj rysunku

* oOpisuj rysunek za pomoca ciaggltych linii (wskaznikow), ktore powinny si¢
znajdowac wylgcznie z prawej strony rysunku

* linie wskaznikow nie moga si¢ przecinac

* rysunek nalezy podpisa¢ i poda¢ powickszenie, pod ktdérym obserwowano
preparat
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D. Obserwacja  mikroskopowych  preparatow  trwalych  przy

powiekszeniu obiektywu 10x, 20x, 40x

v Obserwacja mikroskopowa tkanki prawidtowej i nowotworowej pacjentow z
rakiem nerki, rakiem jelita grubego oraz nerki prawidtowej i niedokrwionej szczura
z nadci$nieniem naczyniowo-nerkowym. Preparaty barwione metodg H+E.

v" Ple$niak biaty Mucor mucedo
Obserwacja strzepek grzybni, zarodni z zarodnikami

E.Obserwacja mikroskopowych preparatow trwalych z zastosowaniem

immersji olejkowej

Immersja - polega na tym, ze przestrzen zawartg mi¢gdzy soczewka czotowg obiektywu
a preparatem wypelniamy cieczg immersyjng, tzn. o duzym wspotczynniku zalamania
Swiatta (wigkszym od 1). Na przyklad n wody wynosi 1,33 za$ olejku immersyjnego
1,55. Zastosowanie immersji powoduje zwickszenie zdolnosci rozdzielczej mikroskopu.
Poza tym, jesli stosujemy immersj¢, to do obiektywu wchodzg szersze wigzki $wiatla i
dzieki temu uzyskujemy lepsza jasnos¢ obrazu. Dzieje si¢ tak dlatego, ze immersja
zwigksza apertur¢ numeryczng obiektywu, a jasno$¢ obrazu w danym powiekszeniu jest
proporcjonalna do kwadratu apertury.

Instrukcja mikroskopowania z olejkiem immersyjnym

Znajdz ostros$¢ obrazu pod powigkszeniem obiektywu 10x, 20x, 40x.

Na szkietko nakrywkowe preparatu natoz 1-2 krople olejku immersyjnego.

Umocuj preparat przy pomocy zaciskéw na stoliku.

Zmien obiektyw na 100x.

Sruba mikrometryczna delikatnie ustaw ostro$é obrazu.

. Obserwuj  charakterystyczne  elementy  preparatu, poruszajac  stolikiem
przedmiotowym wzdluz 1 wszerz.

. Przed wyjgciem preparatu z zaciskow podnies tubus.

8. Po zakonczeniu mikroskopowania, oczy$¢ obiektyw i szkietko nakrywkowe

alkoholem.

ocarwnE

\‘

v" Trofozoit rzesistka pochwowego Trichomonas vaginalis
Obserwacja réznorodnosci ksztaltow trofozoitow
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F. Wykonanie preparatu Swiezego

1. Umies$¢ szkietko podstawowe na reczniku papierowym na Twoim stole. Na srodek
szkietka podstawowego nanies pipetg krople wody.

2. Lis¢ pelargonii delikatnie natnij skalpelem i wytnij mozliwie najcienszy fragment

epidermy. Pamigtaj, ze epiderma nie zawiera chloroplastow, a Twoj skrawek

powinien by¢ przezroczysty.

Za pomoca pensety przenie$ skrawek do kropli wody.

4. Przykryj skrawek szkietkiem nakrywkowym (zrob to ostroznie, ale energicznie,
zeby nie zostaty pecherzyki powietrza, ktore utrudniajg ogladanie preparatow).

5. Usun delikatnie nadmiar wody recznikiem papierowym. Preparat jest gotowy do
obserwacji. Ogladaj go pod powigkszeniem obiektywu 10x, 20x, i 40x.

w

UWAGA:

Pamigtaj, aby podczas obserwacji preparatow Swiezych nie dopusci¢ do wyschniecia
obserwowanych skrawkow. Wod¢ mozna nanie$¢ na preparat umieszczajac pipetke przy
krawedzi szkietka nakrywkowego.

G. Obserwacja preparatow Swiezych

v Epiderma liscia pelargonii Pelargonium sp.
Obserwacja komorek epidermy z wtoskami mechanicznymi 1 wydzielniczymi

v" Komorki epidermy liScia kosa¢ca niemieckiego Iris germanica
Obserwacja ksztattu i budowy komorek epidermy

H. Pomiar komorki pod mikroskopem optycznym
Aby zmierzy¢ badany obiekt nalezy postuzy¢ si¢ mikrometrem okularowym.

Mikrometr okularowy jest malym, szklanym krazkiem zaopatrzonym w skalg.
Mikrometr umieszcza si¢ w obudowie okularu. Wiekszo$¢ mikrometréw zawiera skale
sktadajacg si¢ z 100 jednostek (kresek). Wykorzystanie mikrometru musi byc¢
poprzedzone okresleniem odlegtosci migdzy sgsiednimi kreskami skali, oddzielnie dla
kazdego obiektywu. Aby ustali¢ t¢ odleglos¢ nalezy wyznaczy¢ wspotczynnik
mikrometryczny.
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‘Mikrometr okularowy

1. Wyznaczenie wspotczynnika mikrometrycznego

Na stoliku przedmiotowym mikroskopu nalezy potozy¢ skalg przedmiotowa
(skala obiektywowa - komora Birkera). Odszuka¢ maly kwadrat o znanej
dhugosci boku (50 pm)

o
O

i
|
A

0.2 mm 0.05 mm

Komora Burkera

Wyjmij z tubusu okular i wt6z miedzy jego soczewki mikrometr okularowy
(skala okularowa)

Okresl, ile dzialek mikrometru okularowego pokrywa si¢ z bokiem kwadratu
komory Blirkera

Teraz mozesz wyliczy¢ wspotczynnik mikrometryczny

Jest to iloraz dtugosci boku kwadratu 1 liczby dzialek mikrometru okularowego,
ktére mieszczg si¢ w tym boku (np. 10 dziatek mikrometru miesci si¢ w jednym
boku kwadratu, wtedy wspotczynnik mikrometryczny wynosi 50/10=5)

Znajac odlegltos¢ miedzy dziatkami mikrometru przedmiotowego (5), mozemy
obliczy¢ wymiary interesujacego nas obiektu

2. Pomiar dowolnej komorki przy danym powigkszeniu mikroskopu

AN

Wyjmij skale obiektywowa (komore Biirkera)

Na stoliku przedmiotowym mikroskopu umies$¢ preparat mikroskopowy

Zmierz dowolng komorke (dlugosé, szerokos¢) za pomoca mikrometru
okularowego przy danym powigkszeniu obiektywu mikroskopu np. 20x, 40x
Policz, ile podziatek skali mikrometru okularowego odpowiada np. dtugosci
zmierzonej komorki

Oblicz wymiary komorki, uwzgledniajac wspotczynnik mikrometryczny (ilos¢
podzialek mieszczacych si¢ w  dlugosci  komoérki x  wspdtczynnik
mikrometryczny)

Zmierzenie komorki epidermy liscia pelargonii Pelargonium sp.
Zmierzenie komorki epidermy liscia kosa¢ca niemieckiego Iris germanica
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